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“Aquel que quiere permanentemente llegar más alto 
tiene que contar con que algún día le invadirá el vértigo. ¿Qué 
es el vértigo? ¿El miedo a la caída? Pero ¿por qué tenemos 
vértigo en un mirador provisto de una valla segura? El vértigo 
es algo diferente del miedo a la caída. El vértigo significa que la 
profundidad que se abre ante nosotros nos atrae, no seduce, 
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Biofilm: ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o varios tipos de 
microorganismos asociados a una superficie viva o inerte. 
 
Buffer: solución reguladora, amortiguadora o tampón. Es una mezcla de un ácido 
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1.1. Las plantas y su interacción con otros organismos 
Debido a su incapacidad de movilización, las plantas están sujetas a lo largo 
de su vida a realizar todas las actividades metabólicas en un espacio limitado, 
debiendo enfrentarse posiblemente a condiciones ambientales desfavorables tales 
como la limitación o exceso de agua, nutrientes y radiación, y las temperaturas 
extremas, entre otras, afectando todas estas globalmente su desarrollo (Hammond-
Kosack y Jones, 2000). Por otro lado, las plantas también se relacionan con otros 
organismos vivos, tales como bacterias, hongos, nematodos, protozoarios, virus e 
insectos, ya que proporcionan un atractivo depósito de nutrientes y nicho ecológico 
para los mismos. Estas interacciones pueden ser beneficiosas o no para la planta; 
considerándose en las primeras al organismo como simbiótico, y las últimas como 
patogénico (Agrios, 2004). De esta manera, un organismo patógeno de plantas, o 
fitopatógeno, está definido como uno tal que, para completar parte o todo su ciclo de 
vida, crece a expensas de la planta produciendo un efecto perjudicial sobre la misma 
(Hammond-Kosack y Jones, 2000). 
En la mayoría de las plantas superiores la colonización por patógenos 
conduce a una diversa variedad de enfermedades, las que pueden llegar a ser muy 
severas para las primeras. Sin embargo, la enfermedad es más la excepción que la 
regla. Esto se debe principalmente a que las condiciones ambientales desfavorables 
hacen que el patógeno muera antes de que comience a desarrollarse el proceso de 
infección. Además, muchas de las especies de plantas son incapaces de cubrir los 
requerimientos nutricionales del microorganismo atacante, o las plantas atacadas 
poseen barreras estructurales preformadas o producen compuestos tóxicos 
impidiendo la colonización de sus tejidos. La primer barrera que poseen las plantas 
contra los microorganismos es una capa cuticular laxa, la que genera una protección 
pasiva al ataque de patógenos no especializados y está compuesta por ceras. Los 
compuestos antimicrobianos preformados mejor caracterizados pertenecen a las 
clases de las saponinas y los glucosinolatos. En todas estas situaciones en las que 




En algunos casos, y por diferentes motivos, algunos microorganismos logran 
atravesar estas barreras de resistencia de las plantas, presentando nuevos 
escenarios en los que las plantas son consideradas como hospedadoras. Si la planta 
ha desarrollado mecanismos que le permiten reconocer al microorganismo y 
desencadenar respuestas de defensa específicas para limitar el crecimiento del 
mismo, el microorganismo se define como patógeno avirulento y la interacción se 
denomina incompatible. Si por el contrario la planta no ha desarrollado mecanismos 
que le permiten reconocer al microorganismo, entonces se produce la enfermedad, y 
se dice que el patógeno es virulento y la interacción es compatible (Agrios, 2004). 
Dentro del último grupo definido, los patógenos virulentos pueden agruparse 
en tres clases diferentes dependiendo de la estrategia que emplean para interactuar 
con la planta hospedadora (Agrios, 2004). Aquellos patógenos capaces de 
desarrollarse y reproducirse sólo en los tejidos vivos de los hospedadores son 
llamados biotróficos, por ejemplo algunas bacterias y hongos que colonizan el 
apoplasto vegetal. Estos patógenos necesitan mantener las células hospedadoras 
vivas y emplean para ello mecanismos de invasión sumamente sutiles. Los 
patógenos biotróficos presentan un rango de hospedador reducido, y las distintas 
cepas de estos patógenos se han adaptado generalmente a una línea específica de 
una determinada especie de plantas. Un ejemplo lo constituye el hongo Uromyces 
fabae, el cual produce una estructura de alimentación muy sofisticada denominada 
haustoria, la que penetra la membrana de las células hospedadoras estableciendo 
una interfase de intercambio de nutrientes y agua con la misma (Voegele y 
Mendgen, 2003; Mendgen y Hahn, 2002). Otro grupo de patógenos virulentos, los 
denominados necrotróficos, necesariamente producen la muerte de las células 
hospedadoras obteniendo de esta forma los nutrientes a partir del tejido muerto. En 
este grupo se incluyen la mayoría de los hongos y bacterias fitopatógenas, los 
cuales muchas veces utilizan diferentes toxinas y enzimas líticas capaces de 
degradar el tejido de la planta para facilitar la invasión (Choquer et al., 2007). Un 
ejemplo de los patógenos necrotróficos es el hongo Botrytis cinerea, el cual es 
menos especializado generando enfermedad en más de 200 especies de plantas 
hospedadoras (Choquer et al., 2007). El tercer grupo de clasificación de patógenos 
virulentos, lo conforman los microorganismo que poseen características intermedias 
entre los anteriores, y se denominan hemibiotróficos. Los integrantes de este grupo 
inicialmente se desarrollan manteniendo las células vegetales vivas pero, en una 
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etapa tardía de la infección, el patógeno mata a las células de la planta (Agrios, 
2004). Ejemplos de este grupo son las especies de hongos Magnaporthe grisea y 
Phytophthora infestans (Mendgen y Hahn, 2002). 
 
1.1.1. Interacción planta-patógeno y los modelos que la describen 
En el primer cuarto del siglo XX Harold Flor demostraría, a través de 
experimentos genéticos, que la herencia de la inmunidad de las plantas frente a 
patógenos, así como la habilidad del patógeno para causar enfermedad, estaba 
controlada por pares de genes correspondientes (Flor, 1942). En el año 1955 Harold 
Flor planteó una hipótesis que por mucho tiempo fue la única opción lógica para 
darle explicación al comportamiento de las plantas frente a un patógeno. Si bien sus 
trabajos se centraron principalmente estudiando la interacción entre plantas de lino y 
el patógeno fúngico Melampsora lini pv. lini, en los años siguientes se describieron 
interacciones entre plantas y patógenos de especies diferentes a las estudiadas 
inicialmente por Flor. El factor genético de la planta fue denominado como gen de 
resistencia (R), mientras que el factor genético del patógeno que determinaba la 
imposibilidad de causar enfermedad se denominó gen de avirulencia (Avr). Una 
planta que produce una proteína R es resistente frente a una cepa patogénica que 
produce la proteína Avr correspondiente (Figura 1.1); esta relación fue denominada 












Figura 1.1. Interacción Gen por Gen. Diagrama general planteado por Harold Flor para explicar la resistencia o susceptibilidad 




Originalmente se concibió que cuando no existía desarrollo de la enfermedad, 
la resistencia era conferida por una interacción directa entre las proteínas R y Avr 
(Keen, 1990), lo que era sostenido por varios trabajos científicos donde se observó 
la resistencia mediada por interacciones físicas y directas específicas entre estos 
dos tipos de proteínas (Dahlbeck y Stall, 1979; Dodds et al., 2006). Sin embargo, 
otros experimentos diseñados para demostrar esta interacción directa del tipo 
ligando-receptor muy a menudo mostraron resultados negativos. Esto llevó a 
plantear modificaciones que permitieron comprender mejor la situación. Una de 
estas modificaciones permitió formular lo que se llamó Hipótesis de la Guarda, la 
cual establece que las proteínas R de alguna forma monitorean el estado de 
diversos componentes del hospedador, los cuales son blancos de acción de las 
moléculas del patógeno (van der Biezen y Jones, 1998). Este modelo plantea que 
las moléculas de los patógenos tienen funciones intrínsecas para promover la 
virulencia de los mismos, requiriendo de la modulación de los componentes del 
hospedador, los que se convierten así en blancos de virulencia. En lugar de la 
presencia de la molécula secretada por el patógeno, es la manipulación del blanco 
del hospedador lo que es sensado por las proteínas R (Chisholm et al., 2006; Jones 
y Dangl, 2006). El mecanismo indirecto de percepción de los efectores postulado por 
la Hipótesis de la Guarda explica cómo múltiples efectores pueden ser percibidos 
por una sola proteína R, lo que permite un repertorio relativamente pequeño de 
genes R para detectar la amplia diversidad de agentes patogénicos que atacan a las 
plantas (Dangl y Jones, 2001). Por lo tanto, las moléculas provenientes del patógeno 
que inicialmente se denominaron factores de avirulencia, son en realidad, factores 
de virulencia, por lo que actualmente se acuñó el término efectores para su 
denominación (Bent y Mackey, 2007; Boller y Felix, 2009). Implícita en esta hipótesis 
esta la noción de que el blanco del efector vigilado es indispensable para la función 
de la virulencia de la proteína efectora en la ausencia de la proteína R afín. Ejemplos 
clásicos de estos blancos de efectores vigilados son RIN4 y PBS1 de Arabidopsis 
thaliana, y RCR3 y Pto de tomate (Jones y Dangl, 2006). 
En los últimos años, han surgido nuevos datos sobre efectores reconocidos 
indirectamente que son incompatibles con la descripción original de la Hipótesis de 
la Guarda. Ahora está bien documentado que muchos efectores de patógenos tienen 
múltiples objetivos en el hospedador y que proteínas guardianas clásicas son a 
menudo prescindibles para las actividades de virulencia de efectores en plantas que 
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carecen de la proteína R. Nuevos datos sobre blancos adicionales de las proteínas 
AvrPto y AvrBs3, impulsaron a proponer el concepto de que algunos de los blancos 
del hospedador actúan como señuelos para detectar efectores de patógenos a 
través de las proteínas R (Zhou y Chai, 2008; Zipfel y Rathjen, 2008). En este 
sentido, se han intentado desarrollar estas ideas bajo un nuevo modelo más 
consistente con la mayor parte de los datos descritos hasta el momento. Este nuevo 
modelo, llamado Modelo del Señuelo es coherente con el conocimiento actual de la 
evolución de las interacciones planta-patógeno (van der Hoorn y Kamoun, 2008). A 
pesar de este nuevo enfoque para la comprensión de las interacciones entre las 
plantas y sus patógenos, la Hipótesis de la Guarda sigue siendo el más difundido y 
utilizado. 
 
1.1.2. Mecanismos de inmunidad en las plantas 
Las plantas carecen de un sistema inmune adaptativo como el que se 
encuentra presente en los animales; es por ello, que sus variadas respuestas de 
defensa inducibles son llamadas colectivamente como inmunidad innata. Basados 
en las interpretaciones y explicaciones de los modelos y modificaciones planteados 
en la sección anterior, las respuestas de defensa de una planta al ataque por un 
microorganismo pueden ser diferenciadas entre la llamada defensa basal, y la 
defensa específica o mediada por genes R. Estas dos respuestas de defensa 
pueden ser distinguidas experimentalmente por diferentes ensayos, pero muestran 
algunas características similares y pueden involucrar mecanismos moleculares 
comunes. 
Las respuestas de defensa basales ocurren en estadíos tempranos de la 
interacción entre planta y patógeno (aproximadamente 10 minutos posteriores al 
contacto), y representan los mecanismos utilizados por la planta para frenar la 
infección antes de que el patógeno se establezca en la misma. La inducción de la 
inmunidad basal de las plantas está orquestada por dos barreras de defensa. La 
primera está conformada por las defensas pasivas dadas por la cutícula cerosa y los 
compuestos antimicrobianos preformados, que constituyen la primer línea de 
defensa basal efectiva contra la mayoría de los patógenos potenciales (Dangl y 
Jones, 2001; Hann y Rathjen, 2007; Lipka et al., 2008). La segunda está basada en 
el reconocimiento de componentes microbianos denominados patrones moleculares 
asociados al microorganismo, MAMPs (del inglés, Microorganism-Associated 
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Molecular Patterns), o PAMPs (del inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns) 
en caso de que el microorganismo sea patogénico, mediante diversos receptores 
PRRs (del inglés, Pattern Recognition Receptors) que reconocen estos patrones, y 
que se encuentran localizados en la superficie de las células vegetales. Los 
M/PAMPs están altamente conservados entre un amplio grupo de microorganismos, 
y normalmente no se encuentran presentes en el organismo hospedador (Iriti y 
Faoro, 2007). Ejemplos de M/PAMPs de bacterias Gram negativas son el 
lipopolisacárido (LPS) siendo el mayor constituyente de la membrana externa 
bacteriana, la flagelina (flg) que es subunidad proteica del flagelo, y la quitina u 
oligómeros de quitosan que conforman la pared celular de los hongos (Ingle et al., 
2006; Schwessinger y Zipfel, 2008; Iriti y Faoro, 2009). 
El reconocimiento de estas estructuras por parte de los receptores PRRs 
activa una respuesta inmune, llamada Inmunidad Inducida por PAMPs, PTI (del 
inglés PAMP-Triggered Immunity) y se caracteriza principalmente por el incremento 
del pH extracelular causado por un rápido eflujo de iones potasio, un alto incremento 
en los niveles de calcio y etileno, la activación de proteínas quinasas activadas por 
mitógenos, MAPK (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase), la producción de 
especies reactivas del oxígeno, ROS (del inglés Reactive Oxigen Species), la 
expresión de numerosos genes de defensa, y el engrosamiento de la pared celular 
por deposición de calosa sobre la misma (Asai et al., 2002; Navarro et al., 2004; 
Boller y Felix, 2009; Nguyen et al., 2010). Esta resistencia de las plantas a la 
mayoría de los patógenos se denomina resistencia no hospedadora. Se ha 
postulado la existencia de dos tipos de resistencia no hospedadora, la de tipo I que 
no resulta en una muerte celular visible y la de tipo II, en la que se produce la muerte 
celular programada o Respuesta Hipersensible (HR, del inglés Hypersensitive 
Response) (Mysore y Ryu, 2004; Oh et al., 2006). Un ejemplo de resistencia no 
hospedadora sin desarrollo de HR la constituyen los genes Cf de tomate que, en 
condiciones de alta humedad, dan resistencia a esta planta frente al hongo 
Cladosporium fulvum (Hammond-Kosack et al., 1996).  
La muerte celular puede deberse a un programa de muerte celular regulado, o 
a la necrosis producida por los compuestos tóxicos y radicales libres que sintetizan 
las mismas células vegetales. La Respuesta Hipersensible es una forma particular 
de muerte celular programada rápida alrededor y en el sitio inicial de infección, que 
tiene como objetivo final la inhibición de la proliferación del patógeno. En las células 
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afectadas se sintetizan especies reactivas del oxígeno como H2O2; óxido nítrico que 
inhibiría la enzima catalasa y otras enzimas detoxificadoras de ROS; calosa, lignina, 
y otros compuestos que fortifican la pared celular; fitoalexinas y otros compuestos 
antimicrobianos; hormonas vegetales, como etileno y ácido salicílico; etc. 
(Hammond-Kosack y Jones, 2000; Shirasu y Schulze-Lefert, 2003). La HR se 
visualiza como manchas necróticas en el sitio de ingreso del patógeno y comienza a 
las pocas horas del contacto con el patógeno (Nimchuk et al., 2003; Greenberg y 
Yao, 2004). De acuerdo con Mysore y Ryu, en la resistencia no hospedadora de tipo 
I el patógeno no puede superar las barreras preformadas ni las respuestas de 
defensa inducidas por factores generales del patógeno u otras PAMPs. En la 
respuesta no hospedadora de tipo II el patógeno es capaz de superar las defensas 
preformadas (Mysore y Ryu, 2004). La resistencia de la planta a un determinado 
patógeno sin HR, sugiere que la HR puede ser el resultado del estadío final de la 
respuesta de resistencia cuando es alcanzado un determinado nivel celular de 
señales de estrés y defensa (Morel y Dangl, 1997). En las interacciones que ocurren 
entre patógenos biotróficos obligados con las células de la planta, la muerte celular 
privaría al patógeno del acceso a nutrientes y un entorno donde proliferar. En 
interacciones con patógenos necrotróficos o hemibiotróficos, el rol de la HR está 
menos claro, ya que estos patógenos pueden obtener nutrientes a partir de células 
muertas de la planta. 
Los patógenos exitosos son capaces de superar la PTI por medio de 
efectores secretados que suprimen las respuestas de defensa PTI, lo que resulta en 
la nueva susceptibilidad hacia el patógeno. En bacterias patógenas, las proteínas 
efectoras son inyectadas en la célula vegetal a través del Sistema de Secreción Tipo 
III (SST3) (Hueck, 1998; Schechter et al., 2004; Büttner y Bonas, 2002). Los 
efectores son factores de virulencia bacterianos que modifican proteínas de la planta 
con el objeto de interferir con el reconocimiento a nivel de la membrana plasmática o 
mediante la secreción de otras proteínas efectoras dentro del citosol de las células 
vegetales. Esto último, probablemente altera la señalización de resistencia o la 
manifestación de la respuesta de defensa por parte de la planta. Las proteínas 
efectoras liberadas dentro de la célula vegetal pueden tener actividad enzimática. 
Estas enzimas, son las responsables de modificar las proteínas del hospedador 
potenciando la acción virulenta del patógeno o evadiendo la detección de los 
sistemas de defensa de la planta (Bent y Mackey, 2007; Boller y Felix, 2009). 
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Por su parte, las plantas han respondido evolutivamente a estos efectores a 
través el desarrollo de las proteínas R citoplásmicas que reconocen (la presencia o 
actividad) de efectores individuales (Thomma et al., 2011). Las proteínas R pueden 
ser receptores transmembrana con o sin dominio quinasa, quinasas citosólicas o 
proteínas citosólicas que posean dominios de unión a nucleótidos (NBS, del inglés 
Nucleotide Binding Sequence). Excepto las quinasas citosólicas, todas tienen 
repeticiones ricas en leucina (LRR, del inglés Leucine-Rich Region), que participan 
en las interacciones proteína-proteína (Innes, 2004). Análisis de secuencias 
muestran que las superficies de los dominios LRR que hacen contacto con los 
ligandos se encuentran en un proceso de diversificación, consistente con la idea de 
que estos dominios son los que interactuarían con las proteínas del patógeno (Innes, 
2004). Dentro de las proteínas R, las que poseen dominios NBS-LRR son el mayor 
grupo y se pueden subdividir en dos clases: las TIR-NBS-LRR, con dominios 
similares a los receptores Toll de Drosophila melanogaster e Interleuquina 1 (I-1) de 
humanos; y las CC-NBS-LRR, que contienen un dominio CC (del inglés, Coiled-Coil). 
Generalmente los genes R están organizados en grupos de familias multigénicas 
(Hammond-Kosack y Jones, 2000). Estas proteínas probablemente se pliegan y 
mantienen un estado competente para la señalización gracias a la acción de 
chaperones y co-chaperones citosólicos (Schulze-Lefert, 2004), que además 
asistirían el ensamblado de las proteínas R en complejos multiméricos para el 
reconocimiento de factores del patógeno. 
El reconocimiento de los efectores por parte de las proteínas R activa otra 
respuesta inmune, llamada Inmunidad Inducida por Efectores, ETI (del inglés 
Effector-Triggered Immunity). Típicamente, la propensión para desencadenar la 
respuesta de defensa ETI es específica de la cepa o raza del agente patogénico y se 
asocia también con la HR, y la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR, del inglés 
Systemic Acquired Resistance) en el hospedador (Thomma et al., 2011). Esta última, 
inicia respuestas de defensa en tejidos distales del foco de infección, confiriendo una 
resistencia de amplio espectro para el posterior ataque de patógenos (Durrant y 
Dong, 2004; Glazebrook, 2005). De esta forma, la respuesta hospedadora o 
mediada por genes R comparte algunos mecanismos con la respuesta de tipo no 
hospedadora, como la HR o la síntesis de ROS, pero se diferencia porque depende 
de genes de resistencia R (Chisholm et al., 2006; Jones y Dangl, 2006; Mysore y 
Ryu, 2004). Otra característica de las respuestas ETI reside en que las mismas se 
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producen más rápido y son más prolongadas y robustas que las producidas en la 
PTI (Tao et al., 2003; Jones y Dangl, 2006; Tsuda y Katagiri, 2010). 
Como resultado de la presión de selección, las cepas del agente patogénico 
han evolucionado, o bien perdiendo o alterando el efector que es reconocido, o 
adquiriendo nuevos efectores para suprimir la respuesta ETI. Por otro lado, los 
receptores de las plantas han evolucionado, o bien reconociendo los efectores 
obvios, o reconociendo los efectores nuevos, resultando nuevamente en la 
recuperación de la respuesta ETI. Esto predice que el sistema co-evoluciona con 
una continua selección de nuevas cepas patogénicas que superan la respuesta ETI 
y nuevas plantas que reviertan esta pérdida (Thomma et al., 2011). Un modelo co-
evolutivo que muestra sencillamente esto, fue planteado por Jones y Dangl en el año 
2006, y es conocido como Modelo de Zigzag (Figura 1.2). De acuerdo con este 
modelo, los fitopatógenos discriminan dos fases de la inmunidad de las plantas: PTI 
desencadenada por PAMPs y ETI desencadenada por los efectores, existiendo entre 
estas etapas o fases las llamadas ETS (del inglés Effector-Triggered Susceptibility), 
en las cuales los efectores desarrollados por el patógeno no tienen proteínas que los 
contrapongan, obteniendo nuevamente una ventaja sobre las defensas de la planta 
(Jones y Dangl, 2006). A pesar de esta distinción entre los tipos de defensa PTI y 
ETI, la evidencia acumulada indica que no todos los inductores de defensa 
microbianos pueden ajustarse de acuerdo con esta clasificación; mientras algunos 
efectores se encuentran ampliamente distribuidos, algunos PAMPs se encuentran 
pobremente conservados o contribuyen a la virulencia del patógeno. Como los 
efectores podrían desencadenar respuestas de defensa y los PAMPs podrían ser 
requeridos para la virulencia, no se pueden clasificar los componentes singulares 
exclusivamente dentro de estos dos términos (Thomma et al., 2011). Por lo tanto, 
recientemente se ha propuesto que no se puede mantener estrictamente la 
diferencia entre M/PAMPs y efectores, ni entre proteínas PRRs y proteínas R, y por 
lo tanto tampoco pueden mantenerse estrictamente entre PTI y ETI, indicando que 
más acorde a lo observado es la existencia de un proceso continuo entre PTI y ETI. 
En apoyo a esta última idea, se ha argumentado que la resistencia de la planta está 
determinada por receptores de inmunidad que reconocen ligandos apropiados a fin 
de activar las defensas, cuya amplitud estaría determinada por el nivel requerido 















Figura 1.2. Modelo de Zigzag que ilustra el rendimiento cuantitativo del sistema inmune de las plantas. En este esquema, la 
amplitud máxima de la resistencia a enfermedades o la susceptibilidad es proporcional a PTI-ETS+ETI. En la fase 1, las plantas 
detectan a los microorganismos/patógenos asociados a través de patrones moleculares (M/PAMPs, diamantes rojos) a través 
de proteínas PRRs para activar la inmunidad activada por PAMPs (PTI). En la fase 2 , los patógenos exitosos poseen efectores 
que interfieren con la PTI, lo que resulta en la susceptibilidad activada por efectores (ETS). En la fase 3, una proteína efectora 
(indicado en rojo) es reconocida por una proteína NB-LRR, produciendo la inmunidad activada por efector (ETI), una versión 
amplificada de PTI que a menudo sobrepasa un umbral para la inducción de la muerte celular hipersensible (HR). En la fase 4, 
se seleccionan las cepas de patógenos que han perdido el efector rojo, y tal vez ganado nuevos efectores a través del flujo 
horizontal de genes (en azul), estos pueden ayudar a los agentes patógenos para reprimir la ETI. Esta selección favorece las 
plantas cuyos nuevos alelos NB-LRR pueden reconocer uno de los efectores de reciente adquisición, resultando de nuevo en 
el desarrollo de ETI. 
Adaptado de: Jones y Dangl, 2006. 
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1.2. Cancrosis de los Cítricos 
La Cancrosis de los Cítricos es una enfermedad que afecta al género Citrus 
en todo el mundo y produce grandes daños económicos. Fue registrada por primera 
vez en la India y Java a mediados del siglo XIX (Graham et al., 2004). En 
Sudamérica se encontró primero en Brasil y posteriormente en otros países de la 
región, incluyendo la Argentina en 1933, donde la enfermedad es considerada 
endémica desde 1990. En nuestro país esta enfermedad fue introducida en el litoral 
argentino, desde donde se expandió rápidamente hacia las zonas más productoras 
de cítricos. Su origen preciso nunca pudo ser trazado, pero su aparición fue 
coincidente con la difusión mundial de la enfermedad. La intensidad de la 
enfermedad varía en cada plantación de acuerdo con la susceptibilidad de la 
variedad y el manejo, y además cambia en cada campaña de acuerdo a las 
condiciones ambientales (SENASA, www.senasa.gov.ar). 
En muchos países está sujeta a estrictos programas de cuarentena y 
erradicación, que incluyen la remoción y destrucción de los árboles afectados, y 
todos aquellos que están a una distancia determinada (aproximadamente 30 
metros), por ser considerados expuestos a la enfermedad (Stall et al., 1980; Graham 
et al., 2004). En Argentina, en comparación con otras plagas, la pérdida de 
productividad debido a la Cancrosis de los Cítricos es relativamente baja, y el costo 
de los tratamientos de control adicionales no es en general significativo. La pérdida 
económica más importante es causada por las restricciones cuarentenarias 
impuestas por países libres de la enfermedad a los frutos provenientes de áreas 
afectadas, lo que limita considerablemente las posibilidades de exportación y 
expansión del mercado (SENASA, www.senasa.gov.ar). 
Algunas medidas preventivas hacia la enfermedad incluyen: la aplicación de 
bactericidas a base de cobre en forma de aerosol, lo que reduce la población 
bacteriana en la superficie de las hojas debido a la falta de un sistema de 
eliminación de este ión metálico en la bacteria; y la desinfección de las maquinarias 
y ropa de los trabajadores, para evitar la dispersión de material contaminado con las 
bacterias a través de grandes distancias (Graham et al., 2004). En función de la 
situación que las distintas zonas productoras de cítricos del país presentan respecto 
de las problemáticas fitosanitarias, se elaboran programas y planes pilotos 
específicos, conjuntamente a cargo del SENASA, el INTA, Universidades, gobiernos 
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provinciales, municipios y asociaciones de productores de cítricos (SENASA, 
www.senasa.gov.ar). 
Se han descrito diferentes tipos de cancrosis a lo largo de todo el mundo. 
Dado que los síntomas suelen ser similares, la identificación y separación de estas 
formas entre sí se basa en el rango de hospedadores y otras características 
fenotípicas y genotípicas de las cepas patogénicas. De esta forma, se pueden 
clasificar básicamente en: 
x Cancrosis A o Cancrosis Asiática: causada por Xanthomonas axonopodis 
pv. citri, es por lejos la forma de esta enfermedad más diseminada en el 
mundo, y también la más grave ya que afecta a todos los tipos de cítricos 
(incluyendo híbridos). 
x Cancrosis B: causada por Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii, es una 
enfermedad cancrótica de menor importancia que afecta plantas de limón en 
Argentina, Paraguay y Uruguay. El limomero mexicano, el naranjo agrio y el 
pomelo también son susceptibles. 
x Cancrosis C: también causada por Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii, 
fue identificada en 1970 en plantas de limonero mexicano en San Pablo, 
Brasil, pero rara vez se ha encontrado desde entonces. El único otro 
hospedador natural conocido para esta bacteria es el naranjo agrio. 
x Cancrosis E o Cancrosis de Vivero: descubierta en plantas de citrumelo 
(Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) de viveros en el estado de Florida en 
1984. Aunque las lesiones en las hojas, tallos y frutos no se desarrollaron, la 
cepa se nombró Xanthomonas axonopodis pv. citri cepa E. Más tarde, la 
enfermedad se renombró como “Mancha Bacteriana de los Cítricos” y la 
bacteria reclasificada como Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo. 
 
Todos los cultivares de cítricos son susceptibles a la cancrosis, variando entre 
éstos el grado de sensibilidad (Gottwald et al., 2002). Gran cantidad de especies de 
cítricos, variedades y cruzas se estudiaron y en ninguna existió un nivel importante 
de resistencia cuando se inocularon con Xanthomonas axonopodis pv. citri. La 
resistencia mínima observada, si así lo fue, se correlacionó con el tamaño y el 
número de estomas disponibles para permitir la entrada de las bacterias en la planta 
por el viento y/o la lluvia (Gottwald et al., 1993). En la Tabla 1.1 se detallan algunas 
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especies y variedades de cítricos, y su grado de susceptibilidad o resistencia a las 

















Tabla 1.1. Susceptibilidad/resistenca relativa a la Cancrosis de los Cítricos de cultivares y especies comerciales de cítricos 
Adaptado de: Gottwald et al., 2002. 
 
Las condiciones medioambientales tales como temperatura, humedad 
relativa, viento y lluvia condicionan la intensidad de la infección (Canteros, 1998), 
siendo la temperatura óptima para el desarrollo de esta entre 20 ºC y 30 ºC 
(Koizumi, 1977). Se ha encontrado además, que todos los tejidos aéreos (con 
crecimiento sobre la tierra) y que se encuentran durante la última mitad de la fase de 
expansión de crecimiento son más susceptibles al establecimiento y desarrollo de la 
enfermedad. 
La enfermedad se caracteriza a simple vista por síntomas como lesiones 
eruptivas pequeñas de entre 2 a 10 mm, circulares y con el aspecto de ampolla 
mojada que crecen dentro de pústulas esponjosas blancas o amarillas en el 
comienzo de la infección. Los márgenes de las lesiones muestran un aspecto 
húmedo y a menudo están rodeadas por halos cloróticos (Brunings y Gabriel, 2003). 
Luego, estas pústulas se oscurecen a coloraciones canela claro a marrón y 
engrosan formando un cancro marrón, corchoso y rugoso al tacto (Figura 1.3). Las 
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lesiones pueden hallarse en ambas superficies de hojas jóvenes, vástagos y en 
frutos en desarrollo. En los frutos los cancros son más profundos pero no llegan a 
penetrar la cáscara, aunque la muerte del tejido vegetal facilita el ingreso de hongos 
que aceleran el proceso de putrefacción. En árboles muy infectados puede ocurrir 











Figura 1.3. Efectos característicos encontrados en frutos, tallos y hojas de plantas de naranja afectadas por Xac, se 
pueden apreciar las lesiones causadas por la enfermedad en cada uno de estas estructuras vegetales. 
Fuente: www.fundecitrus.com.br/ 
 
El agua de lluvia transportada con el viento es el principal medio de dispersión 
de la bacteria, observándose que vientos con una velocidad mayor o igual a 8 
metros por segundo ayudan en la penetración de la bacteria a través de los poros 
estomáticos o heridas provocadas por tormentas o insectos, como ser el Minador de 
los Cítricos (Phyllocnistis citrella). El tamaño del poro estomático es crítico en la 
resistencia a la entrada de la bacteria; observándose que la estructura del estoma 
influye en ésta. La infección también depende de diferencias en la formación de la 
cutícula de las células guarda y diferencias estructurales del estoma (Stall et al., 
1982). Por otra parte, se encontró que en hojas jóvenes (de entre dos y tres 
semanas de edad), la cavidad frontal del poro estomático se encuentra abierta, 
mientras que en hojas maduras presenta una estrecha abertura entre los bordes de 




1.3. El género Xanthomonas 
El género Xanthomonas comprende bacterias Gram negativas, aeróbicas 
obligadas, y pertenecientes al grupo de las J-proteobacterias. Estas bacterias 
poseen forma de bacilos, midiendo entre los 0,2 y 0,6 Pm de diámetro y entre los 0,8 
y los 2,9 Pm de largo (Swings y Civerolo, 1993; Moreira et al., 2005). Presentan 
típicamente un único flagelo polar, y poseen una temperatura óptima de crecimiento 
de entre 25 ºC y 30 ºC (Bradbury, 1984). Son usualmente de color amarillo, origen 
del nombre del género, debido a la producción del pigmento xantomonadina de ese 
color que poseen unido a la membrana (Jenkins y Starr, 1985). Otra característica 
común entre las especies pertenecientes al género es la habilidad para formar 
colonias mucoides cuando son crecidas en medios de cultivos suplementados con 
glucosa. Este fenotipo resulta de la producción de grandes cantidades del 
polisacárido extracelular (EPS) conocido como xantano, el cual se genera por la 
actividad de los productos del operón gum (Katzen et al., 1996). Este EPS es un 
pentámero repetido compuesto de dos subunidades de glucosa, dos subunidades de 
manosa y una subunidad de ácido glucurónico, y contiene algunas modificaciones 
tales como la acetilación (Ielpi et al., 1993; Coplin y Cook, 1990). 
Poseen una amplia distribución ambiental causando enfermedades en varias 
especies vegetales. Más de 124 especies de monocotiledóneas y 268 dicotiledóneas 
son hospedadores de especies de Xanthomonas, aunque también existen otro grupo 
de especies que, si bien proporcionan un nicho, no son hospedadoras de las 
bacterias de este género (Leite et al., 1994). Ejemplos de especies de plantas 
hospedadoras lo constituyen especies de árboles frutales, solanáceas, brasicáceas y 
cereales (Hayward, 1993). 
Dentro del género Xanthomonas hay más de 140 variedades patogénicas 
(patovares) diferentes (Hayward, 1993). La clasificación se diversifica más aún al 
describir la especificidad de raza (o variedad), la que es determinada por los genes 
de avirulencia (Leach y White, 1996). Estas bacterias, causan una gran variedad de 
síntomas en las plantas incluyendo necrosis, cancrosis, puntos y manchas, 
afectando a diversas partes de las plantas, incluyendo hojas, tallos y frutos (Leyns et 
al., 1984). Los miembros del género Xanthomonas se agruparon inicialmente en 
especies separadas tomando como base su rango de hospedadores, pero según la 
nomenclatura clásica más tarde la mayoría de las especies se fusionaron en la única 
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especie Xanthomonas campestris, una de las especies más estudiadas del género, y 
fueron subagrupadas en diferentes patovares (Dye y Lelliott, 1974; Starr, 1981). 
Debido a varias reclasificaciones taxonómicas, la nomenclatura de las 
aproximadamente 19 especies actuales y más de 140 patovares sigue siendo objeto 
de debate en la actualidad (Schaad et al., 2000; Vauterin et al., 2000; Rademaker et 
al., 2005). 
 
1.3.1. Xanthomonas axonopodis pv. citri, el agente causal de la Cancrosis 
de los Cítricos 
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) posee todas las características del 
género (Figura 1.4) e infecta a plantas Rutáceas, principalmente especias del género 
Citrus, Fortunella y Poncirus. Las especies o grupos de especies que son utilizadas 
como hospedadoras por este patógeno son conocidas como rango de hospedador, 
el cual es indicado como patovar. Xac es el agente causal de la Cancrosis de los 
Cítricos, reconocida en la actualidad como una de las enfermedades más peligrosas 
y perjudiciales para los cítricos en todo el mundo, debido a los daños en el 
rendimiento y calidad de la fruta, y a que actualmente no existen medidas de control 
eficaces contra la misma. Se sabe que el xantano no juega un rol esencial en las 
etapas iniciales de la Cancrosis de los Cítricos o en interacciones incompatibles 
entre Xac y plantas no hospedadoras, pero facilita el mantenimiento de las bacterias 
en la planta hospedadora, posiblemente mejorando la eficiencia de la colonización 
de tejidos lejanos (Dunger et al., 2007). 
A diferencia de otras bacterias fitopatógenas del género como Xanthomonas 
campestris pv. campestris, que también ingresa a la planta hospedadora a través de 
heridas y se esparce sistémicamente por el xilema generando putrefacción y 
marchitamiento (Alvarez et al., 1994), las lesiones causadas por Xac quedan 




















Figura 1.4. La bacteria agente causal de la Cancrosis de los Cítricos, Xanthomonas axonopodis pv. citri tiene forma de 
bacilo y posee un único flagelo polar tal como se puede observar por microscopía electrónica (A). Las colonias de este 
género de bacterias se caracterizan por ser de color amarillas, y además tener un aspecto mucoso debido a la excesiva 
producción del exopolisacárido xantano (B). 
Fuente: www.apsnet.org/ 
 
En 1999, debido al éxito del secuenciamiento del fitopatógeno Xylella 
fastidiosa y de la ocurrencia de infecciones en cultivos de cítricos con Cancrosis de 
los Cítricos, se eligió la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri para ser 
secuenciado su genoma; el cual se realizó por un consorcio de laboratorios de 
investigaciones del Estado de San Pablo, Brasil (da Silva et al., 2002). De esta 
forma, se determinó que Xac posee un cromosoma circular de 5,1 Mpb y dos 
plásmidos naturales, pXAC33 (de un tamaño de 33,7 kpb) y pXAC64 (de un tamaño 
de 64,9 kbp). Fueron identificados un total de 4313 posibles regiones codificantes 
(ORFs, del inglés Open Reading Frames), aproximadamente 2710 ORFs poseen 
homología con proteínas existentes en las bases de datos, 1272 presentan 
homología con proteínas de función desconocida, y 331 no presentan ninguna 
homología con las proteínas de las bases de datos (da Silva et al., 2002). 
Comparaciones hechas en escala genómica con patógenos tanto de animales 
como de plantas identificaron la presencia de sistemas conservados para la 
exportación de proteínas, tal como el Sistema de Secreción Tipo III (Dunger et al., 
2005), mecanismos asociados a la virulencia para la obtención de hierro y 
estrategias de patogenicidad convergentes. De las proteínas encontradas en Xac, 
muchas están asociadas a la patogenicidad, virulencia y adaptación, por lo menos 
potencialmente. Algunos ejemplos son: las proteínas de avirulencia de la familia 
AvrBs3/PthA, proteínas componentes de varios sistemas de secreción bacterianos, 
proteínas asociadas a la degradación de la pared celular del hospedador, enzimas 
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envueltas en la síntesis de exopolisacárido, más de 100 enzimas posiblemente 
involucradas en la producción de toxinas y detoxificación, y proteínas implicadas en 
los mecanismos de adaptación a condiciones de crecimiento atípicas, entre muchas 
otras (da Silva et al., 2002). Otros genes relevantes identificados en Xac son los que 
codifican para proteínas involucradas en la adhesión bacteriana (Gottig et al., 2010), 
y un mimetizador de un modulador de la homeostasis de las plantas encontrado 
únicamente en esta especie bacteriana (Gottig et al., 2008; Garavaglia et al., 2010). 
Como otras bacterias patógenas, Xac regula la expresión de muchos de sus 
genes de patogenicidad a través de moléculas de señalización que son secretadas 
al medio extracelular y se acumulan a medida que aumenta el número de células 
bacterianas o en respuesta a distintos factores ambientales (Quorum Sensing). Por 
medio de sistemas reguladores transcripcionales de dos componentes, la bacteria 
sensa estas moléculas de señalización difusibles y activa cascadas de transducción 
de señales que regulan la expresión de distintos genes (Brunings y Gabriel, 2003). 
 
1.3.2. El ciclo infectivo de Xac 
Xanthomonas axonopodis pv. citri persiste sobre la superficie de la planta 
como epifita, en un estado durmiente y pasivo. Para comenzar con el ciclo infectivo 
(Figura 1.5), la bacteria ingresa en las plantas hospedadoras por acción de la lluvia o 
fuertes vientos a través de estomas o de heridas en tejidos jóvenes de hojas, frutos y 
vástagos. Una vez que ha ingresado, se dirige hacia el sitio de colonización y se 
establece en el espacio intercelular (apoplasto) del tejido meristemático y del 
parénquima de hojas, tallos y frutos, donde se produce el aumento (hipertrofia) y 
división (hiperplasia) celular en el sitio de contacto con el patógeno (Lawson et al., 
1989; Swarup et al., 1991). Estos cambios producen una pérdida del espacio libre 
intercelular que pone en contacto las paredes celulares y aumenta el ingreso de 
agua desde el xilema por capilaridad, facilitando la dispersión dentro del tejido 
(Brunings y Gabriel, 2003). Posteriormente, las lesiones se elevan, engrosan y 
oscurecen dando como resultado el cancro característico. Finalmente, la epidermis 
se rompe permitiendo la salida de la bacteria hacia la superficie de la planta, que 
eventualmente será dispersada nuevamente por las lluvias y vientos, dando 
comienzo a nuevos ciclos de infección (Brunings y Gabriel, 2003). El agua de lluvia 
colectada desde el follaje de cítricos que presenta lesiones cancróticas puede 
















Figura 1.5. Ciclo de vida de Xac durante la Cancrosis de los Cítricos. Xanthomonas axonopodis pv. citri infecta hojas, tallos y 
frutos. Las bacterias persisten como epifitas sobre la superficie de la planta (1) antes de entrar a la misma principalmente a 
través de los estomas y heridas (2). La infección se visualiza en forma de manchas circulares en la superficie abaxial de las 
hojas. Las bacterias colonizan el apoplasto (3) y las lesiones se elevan, engrosan y oscurecen dando como resultado el cancro 
característico (4). La epidermis de la hoja se rompe como consecuencia de la hiperplasia celular inducida por el patógeno (5) 
permitiendo la liberación de las bacterias y su dispersión por el viento y la lluvia para iniciar un nuevo ciclo de infección. 
Adaptado de: Gottig et al., 2010. 
 
Es importante destacar que Xac es una bacteria incapaz de sobrevivir fuera 
de la lesión en la planta hospedadora por lapsos de tiempo prolongados. Las 
bacterias permanecen con vida en las márgenes de las lesiones en hojas y frutos 
hasta que éstos caen de la planta. También, se ha reportado que Xac puede vivir por 
años en lesiones sobre la corteza leñosa de plantas cítricas (Goto, 1992). Cuando la 
bacteria queda expuesta en la superficie de hojas y frutos a la acción directa de 
rayos solares, la bacteria muere en pocas horas por deshidratación (Graham et al., 
2000). En estudios previos, se determinó que Xac puede sobrevivir unos pocos días 
sobre el suelo, y meses si se encuentra sobre hojas en descomposición sobre el 
suelo (Graham et al., 1989). Por otro lado, en estudios realizados sobre superficies 
inertes, como metal, plástico, ropa y madera procesada, indicaron que los inóculos 
bacterianos expuestos mueren entre 24 y 72 horas luego de la aplicación (Graham 




1.4. Los sistemas de secreción bacterianos y su importancia 
Tal vez los mecanismos más potentes y sofisticados utilizados por las 
bacterias para manipular su entorno son los sistemas de secreción de 
macromoléculas que operan en el transporte de proteínas y/o ADN, a través de la 
envoltura bacteriana hacia el medio extracelular. La secreción de proteínas dentro 
del espacio extracelular es importante para todas las bacterias, y en particular media 
las interacciones entre las bacterias patogénicas o simbióticas con sus 
hospedadores eucariotas, ya que son la primera línea en la interacción hospedador-
microorganismo. Hasta la fecha, seis tipos de sistemas de secreción, Tipo I a Tipo VI 
han sido caracterizados en las bacterias Gram negativas. Si bien, los 
descubrimientos de la gran mayoría datan desde hace ya varias décadas, de otros 
no se tiene mucha información en la actualidad. Ellos difieren en cuanto a los 
















Figura 1.6. Esquema representativo de los distintos sistemas de secreción de macromoléculas encontradas en bacterias. Se 
muestran los componentes de cada uno, además de una división entre los Sistema Sec dependientes e independientes. No se 
muestra el Sistema de Secreción Tipo VI. 
Adaptado de Fronzes et al., 2009. 
 
Los Sistemas de Secreción Tipo III, IV y VI se destacan de los otros porque 
permiten la translocación de macromoléculas en el interior de las células blanco, 
donde puede realizar funciones que promuevan la supervivencia bacteriana y, a 
Introducción 
 31
menudo poner en peligro la salud de los hospedadores, tanto animales como 
plantas. 
Los Sistemas de Secreción Tipo I (SST1s) son sistemas simples, tripartitos 
que facilitan el paso de proteínas de diferentes tamaños a través de la envoltura 
celular de las bacterias Gram negativas. Se componen de un casete de unión a ATP 
(ABC, del inglés ATP Binding Cassette) transportador o un antiportador de protón, 
una proteína adaptadora ubicada entre la membrana interna y la membrana externa, 
y un poro en la membrana externa. Ellos secretan sustratos en un sólo paso sin la 
necesidad de un intermediario periplásmico estable. Los SST1s están involucrados 
en la secreción de citotoxinas pertenecientes a la familia de proteínas RTX (del 
inglés, Repeats-in-Toxin), de proteínas de la capa superficial celular, proteasas, 
lipasas, bacteriocinas y proteínas de adquisición de grupos hemo (Omori e Idei, 
2003). No se ha demostrado que este sistema de secreción contribuya a la virulencia 
en especies del género Xanthomonas (Büttner y Bonas, 2010). 
Los Sistemas de Secreción Tipo II (SST2s) son máquinas multicomponentes 
que utilizan un mecanismo de dos pasos para la translocación. Durante el primer 
paso, el efector de la proteína precursora se transloca a través de la membrana 
interna por el Sistema Sec o la vía Tat (del inglés Twin-arginine translocation) 
(Voulhoux et al., 2001). Una vez en el periplasma, la proteína efectora se transloca 
por el SST2 a través de la membrana externa. El translocón SST2 consiste en 12 a 
16 proteínas componentes (Filloux, 2010) que se encuentran en ambas membranas 
bacterianas, citoplasma y periplasma. Los SST2s son conocidos por secretar 
muchas enzimas que degradan la pared de las células vegetales como celulasas, 
xilanasas, lipasas y proteasas, entre otros. Cada especie tiene su conjunto único de 
enzimas, que ayudan a degradar los componentes de la pared celular de las plantas, 
por lo tanto ayudando en la patogénesis (Jalan et al., 2001). Se ha demostrado que 
varios sustratos de SST2 no sólo afectan la virulencia sino que también inducen 
respuestas de defensa de las plantas. El SST2 y sus sustratos son controlados por 
reguladores del SST3 (Guo et al., 2011). 
Los Sistemas de Secreción Tipo III (SST3s), también llamados inyectisomas, 
median un mecanismo de secreción en un sólo paso y son utilizados por muchos 
agentes patogénicos tanto de animales como de plantas, incluyendo especies de los 
géneros Salmonella, Shigella, Yersinia, las especies de Escherichia coli 
Enteropatogénica (EPEC) y Enterohemorrágica (EHEC), y Pseudomonas 
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aeruginosa. Los SST3s translocan las proteínas efectoras al citoplasma de la célula 
eucariota del hospedador en una manera Sistema Sec independiente. Los SST3s 
están genéticamente, estructuralmente y funcionalmente relacionados con la 
estructura flagelar bacteriana (Cornelis y van Gijsegem, 2000). Están compuestos de 
más de 20 proteínas diferentes, que forman una gran estructura supramolecular que 
atraviesa la envoltura de célula bacteriana (Cornelis y van Gijsegem, 2000; Galán y 
Wolf-Watz, 2006). Existen una gran variedad de trabajos donde se detalla y remarca 
la importancia de este sistema de secreción en la patogenicidad de la especie 
(Dunger et al., 2005; Coburn et al., 2007; Weber et al., 2005). 
Los Sistemas de Secreción Tipo IV (SST4s) son sistemas versátiles que se 
encuentran en las bacterias Gram negativas y Gram positivas y que secretan una 
amplia gama de sustratos fuera de la célula bacteriana, desde proteínas individuales 
a complejos proteína-proteína y proteína-ADN. Estos sistemas de transporte se 
pueden dividir en tres grupos: los sistemas de conjugación, los sistemas para 
capturar y exportar ADN, y los sistemas de translocación de efectores (Cascales y 
Christie, 2003; Álvarez-Martinez y Christie, 2009). Contribuyen a la plasticidad de los 
genomas de bacterias y son vehículos importantes para la difusión de genes de 
resistencia a antibióticos y factores de virulencia (de la Cruz y Davies, 2000). La 
translocación de efectores en el citoplasma de células eucariotas a través de este 
sistema es esencial para la virulencia de varios patógenos, incluyendo a 
Agrobacterium tumefaciens, Bordetella pertussis y Leptospira pneumophila. Los 
genes que codifican los componentes estructurales del SST4 están generalmente 
dispuestos en un único locus. En Agrobacterium tumefaciens, son un total de 12 
proteínas, donde todas, excepto una, son esenciales para la función correcta del 
sistema (Berger y Christie, 1994). 
Los Sistemas de Secreción Tipo V (SST5s) incluyen autotransportadores y 
sistemas de secreción de dos componentes (en inglés, Two-partner Secretion 
System). Los SST5s translocan sustratos en dos pasos (Henderson et al., 2004). 
Las proteínas autotransportadoras son proteínas multidominio que son secretadas 
como proteínas precursoras a través de la membrana interna en un proceso 
dependiente del Sistema Sec. Posteriormente, el dominio translocador de la proteína 
se inserta en la membrana externa y facilita la localización en la superficie del 
dominio pasajero. En los sistemas de secreción de dos componentes, una proteína 
translocadora (TpsB) media la secreción de la proteína efectora (TpsA) a través de 
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la membrana externa. Más de 700 proteínas con funciones que incluyen la auto-
agregación, adhesión, invasión, citotoxicidad, propagación célula a célula y 
proteólisis utilizan estos sistemas secreción para atravesar las membranas tanto 
interior y exterior durante un proceso sencillo de dos pasos (Henderson y Nataro, 
2001; Mazar y Cotter, 2007). 
Los Sistemas de Secreción Tipo VI (SST6s) fueron descubiertos 
recientemente en varios patógenos como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 
Enteroagregativa, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae y Yersinia pestis. Los 
SST6s son sistemas multicomponentes que pueden estar compuestos por entre 12 y 
25 subunidades proteicas, y transportan efectores a diversos tipos de células, tanto 
procariotas como eucariotas, participando en la competencia entre las bacterias y en 
la patogénesis. Recientemente se han publicado trabajos acerca de su arquitectura 
completa y su función (Russell et al., 2014; Coulthurst, 2013; Zoued et al., 2014). 
Xac posee diversos sistemas de secreción de proteínas, entre los que se 
encuentran los de Tipo I, II, III, IV y V. Un grupo de genes localizados en el 
cromosoma de Xac codifican para un SST1; y otros dos grupos de genes codifican 
para el SST2 (van Sluys et al., 2002). En su genoma, Xac cuenta además con los 
genes de cluster hrp que codifican para el SST3. Distintas mutantes de Xac en este 
sistema de secreción no producen enfermedad en plantas hospedadoras, ni HR en 
plantas no hospedadoras indicando que en Xac este sistema es esencial para la 
patogenicidad (Dunger et al., 2005). Se han encontrado dos grupos de genes que 
estarían relacionados con la biosíntesis y regulación del SST4 (da Silva et al., 2002; 
Alegria et al., 2004). Este sistema, también media la transferencia intercelular de 
macromoléculas y moléculas efectoras (Souza et al., 2011; Christie y Vogel, 2000). 
El análisis del genoma de Xac reveló que existen dos SST4, uno localizado en el 
plásmido pXAC64 y el otro en el cromosoma principal, aunque este último se 
encuentra incompleto (Alegria et al., 2004). El SST4 o de conjugación esta 
localizado en pXAC64 y es necesario para la transferencia de plásmidos que poseen 
un sitio de movilización u oriT (Alegria et al., 2004). Con respecto al SST5 presente 
en el genoma de Xac, se ha demostrado la funcionalidad de este sistema en la 
secreción de adhesinas que cumplen un rol muy importante en los estadíos iniciales 
de infección del patógeno (Gottig et al., 2009). 
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1.5. El SST3 y el cluster hrp 
La comunicación a nivel molecular entre una bacteria y la célula hospedadora 
durante las interacciones simbióticas o parasitarias generalmente es llevada a cabo 
por proteínas secretadas por la bacteria. La clave para la mayoría de las 
interacciones patógeno-hospedador es el SST3 presente en la gran mayoría de las 
bacterias Gram negativas, patógenas tanto de plantas como de animales. 
A través de los años, el análisis genético de los factores de virulencia 
bacterianos demostró que las bacterias patogénicas muchas veces son 
diferenciadas de las no patogénicas por la presencia de genes específicos de la 
patogenicidad que están organizados en islas/grupos/clusters de genes que han sido 
adquiridos en el transcurso de la evolución por transferencia horizontal de genes. El 
cluster hrp (del inglés, hypersensitive response and pathogenicity) es un grupo de 
aproximadamente 20-25 genes que codifican para la máquina supramolecular que 
conforma el SST3 (Hueck, 1998, Tampakaki et al., 2004). En los fitopatógenos, los 
genes hrp son importantes determinantes de la patogenicidad. Son necesarios para 
la capacidad de multiplicarse en plantas susceptibles y causar enfermedades, como 
también son los responsables de inducir la HR en plantas no hospedadoras u 
hospedadoras que presentan resistencia (Büttner y Bonas, 2002). El SST3 les 
permite a las bacterias inyectar proteínas efectoras al citoplasma de las células 
eucarióticas hospedadoras, estando presente en patógenos animales como: varias 
especies de los géneros Yersinia y Chlamydia, Shigella flexneri, S. typhimurium, E. 
coli Enteropatogénica (EPEC), P. aeruginosa; y de plantas como varias especies de 
los géneros Xanthomonas, Ralstonia, Pseudomonas, Erwinia y Rhizobium (Hueck, 
1998). La mayoría de las proteínas que componen el SST3 están localizadas en la 
membrana interna de la célula bacteriana, siendo muchas de ellas homólogas del 
sistema flagelar bacteriano (Blocker et al., 2003; Tampakaki et al., 2004). 
El SST3 siempre fue estudiado por pertenecer estrictamente a las bacterias 
patogénicas. La identificación de genes de este sistema en bacterias simbióticas, 
como los rizobios del género Rhizobium, Bradyrhizobium japonicum y 
Mesorhyzobium loti fue por lo tanto inesperado (Marie et al., 2001). Los rizobios 
captan el nitrógeno del aire fijándolo en las plantas leguminosas en las que forman 
nódulos. En la especie Rhizobium NGR234, la inducción de la formación de nódulos 
es co-regulada con la expresión de genes del SST3, sugiriendo que las proteínas 
secretadas vía SST3, Nops (del inglés, Nodulation proteins), contribuyen en la 
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simbiosis (Viprey et al., 1998). Dependiendo de la planta hospedadora, la 
inactivación de los genes del SST3 puede causar un aumento o una disminución del 
número de nódulos. Curiosamente, el SST3 también está involucrado en la 
determinación del rango de hospedadoras de los rizobios (Marie et al., 2001; 
Schmeisser et al., 2009). 
El descubrimiento de los mecanismos subyacentes de la patogenicidad 
bacteriana es un gran foco de investigación, tanto para el desarrollo de aplicaciones 
prácticas (nuevos diagnósticos y antibióticos), como también para elucidar las 
interacciones entre las bacterias y las células hospedadoras, a nivel molecular. 
 
1.5.1. Morfología del SST3 y del cluster hrp 
El SST3 de patógenos es visto como un dispositivo único de transferencia de 
proteínas, por poseer características valiosas: (I) es capaz de inyectar diversos 
sustratos y proteínas a través de las dos membranas bacterianas y de la membrana 
eucariótica, directamente al citosol del hospedador; (II) es activado cuando el 
patógeno inicia el contacto con las células del hospedador; (III) es capaz de 
funcionar in vitro bajos condiciones apropiadas que mimeticen parámetros claves del 
ambiente hospedador (Tampakaki et al., 2004). 
Estudios por microscopía electrónica revelaron la morfología del aparato del 
SST3 de patógenos animales, como E. coli Enteropatogénica. Para los patógenos 
de plantas solamente la parte extracelular del aparato pudo ser visualizada (Sekiya 
et al., 2001; He y Jin, 2003). Este aparato es llamado inyectisoma o complejo aguja 
en patógenos animales, y Pilus Hrp en patógenos vegetales. Estructuralmente, el 
complejo de patógenos animales está compuesto por un tubo largo, hueco en el 
centro, con una longitud que va desde los 120 nm a los micrómetros y 6 a 8 nm de 
diámetro, posee dos dominios distinguibles: uno es la porción que se proyecta hacia 
el exterior desde la superficie con aspecto de aguja, y el otro dominio es una base 
cilíndrica que asegura la estructura a las membranas externa e interna de la bacteria 
(Figura 1.7) (Galán y Collmer, 1999; Galán y Wolf-Watz, 2006). Como se comentó 
anteriormente, el SST3 tiene características estructurales similares a las 
encontradas en el sistema flagelar bacteriano (Figura 1.7). Estudios de divergencia 
génica de los genes del sistema flagelar y del SST3, condujeron a la conclusión de 
que los dos sistemas son antiguos y derivados de un único ancestro común (Gophna 












Figura 1.7. (A) Criomicroscopía electrónica que indica la organización estructural detallada del complejo aguja de S. 
typhimurium. (B) Organización filamentosa del SST3 del fitopatógeno Pseudomonas syringae pv. tomato DC300. Se indican los 
dos tipos de filamentos: flagelo (azul) y Pilus Hrp (rojo). 
Adaptado de: Marlovits et al., 2004; He y Jin, 2003. 
 
El SST3 está conservado en cuatro de los mayores géneros de bacterias 
patogénicas de plantas: Xanthomonas, Ralstonia, Pseudomonas y Erwinia. En 
Xanthomonas, el cluster de genes hrp contiene 6 operones, llamados hrpA a hrpF, 
aunque también se suelen incluir algunos genes flanqueantes. Un subconjunto de 
los genes del cluster hrp son conservados en patógenos tanto de animales como de 
plantas; sus genes son comúnmente llamados hrc (hrp conservados), y son 
componentes básicos del sistema STT3, tanto de la membrana interna como externa 
de la bacteria (Bogdanove et al., 1996a; Tampakaki et al., 2004). Estos genes 
poseen también homología con el aparato de exportación específico del flagelo y 
están relacionados con eventos tempranos en la biogénesis del mismo (Aizawa, 
2001; Tampakaki et al., 2004). Además de los genes hrc, el cluster hrp está 
compuesto por genes llamados específicamente hrp, encontrados únicamente en 
cada patógeno particular; por lo general estos genes son lo que conforman el canal 
por el que se secretan o translocan los efectores, o generan la especificidad hacia 
un hospedador determinado. Por lo tanto, estos genes suelen tener un grado de 
identidad estructural básica, y no suelen ser tan conservados. Por último, se 
encuentran los genes hpa (hrp asociados), que codifican para proteínas que si bien 
contribuyen a la patogenicidad y a la inducción de HR en plantas no hospedadoras, 
no son esenciales para la interacción patogénica entre la bacteria y la planta (Büttner 
y Bonas, 2006). 
Del análisis de secuencia de ADN de Xac se deduce que en esta especie, 
este agrupamiento génico tiene un tamaño de aproximadamente 23 kpb, y está 
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compuesto por 25 genes, que van desde hpa2 a hpaF; y que en su totalidad codifica 
9 proteínas Hrp, 9 proteínas Hrc y 6 proteínas Hpa, y un ORF no caracterizado aún 
(da Silva et al., 2002). Las funciones y mecanismos particulares de proteínas Hpa 
están siendo esclarecidos en los últimos años (Figura 1.8). Por otra parte, el 
contenido de G+C es diferente a la del resto del genoma y está flanqueado por 
elementos génicos móviles y genes que codifican para transposasas; todas estas 
características son indicativas de un evento de transferencia horizontal de genes (da 




Figura 1.8. Organización del agrupamiento génico hrp de Xac. Las flechas indican el sentido de la transcripción para cada 
gen/operón. Las cajas abiertas corresponden a marcos abiertos de lectura (ORFs). Los genes hrcC, hrcT, hrcN, hrcJ, hrcU, 
hrcV, hrcQ, hrcR y hrcS codifican proteínas conservadas entre los sistemas SST3; los genes hrpB7, hrpB5, hrpB4, hrpB2, 
hrpB1, hrpC3, hrpD5, hrpD6, hrpF, hpa2, hpa1, hpaA, hpaB, hpaP y hpaF codifican proteínas sólo presentes en bacterias 
patógenas de plantas. 
Adaptado de: Dunger et al., 2005. 
 
El núcleo del sistema flagelar está constituido por un trío de proteínas de 
membrana altamente conservadas, FliP/Q/R, siendo sus homólogos del SST3 de 
fitopatógenos HrcR/S/T (Figura 1.9). Las proteínas de membrana FlhA (HrcV), FlhB 
(HrcU) y FliY (HrcQ) también son conservadas en la mayoría de los fitopatógenos 
(Preston et al., 2005). FliI (HrcN) es la ATPasa responsable del inicio del transporte 
de proteínas hacia la membrana interna de la bacteria. La exportación a través de la 
membrana externa de la bacteria es realizada por una porina, HrcC (Hueck, 1998; 
Blocker et al., 2003). Los homólogos de HrcC, el flagelar FlgI, y el perteneciente a 
Yersinia YscC, forman una estructura multimérica, que contiene un poro central en 
forma de anillo, de unos 20 nm de diámetro (Koster et al., 1997). El poro formado por 
HrcC, probablemente está cerrado cuando no hay proteínas en tránsito, con el 
objetivo de evitar comprometer la membrana externa, aunque aún no son conocidos 
los mecanismos de apertura y cerramiento del canal. FliF (HrcJ) es otro componente 
del complejo proteico e interactúa con FlgI (HrcC), y posiblemente la función de este 
componente es la de interactuar con los componentes de la membrana interna y los 
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de la membrana externa, con el objetivo de estabilizar las membranas (Hueck, 1998; 


























Figura 1.9. Representación esquemática del SST3 de Xac. Se detallan los nombres de los componentes que actualmente se 
conoce su ubicación y función. Los que aún poseen una ubicación desconocida o dudosa están indicados con un signo de 
interrogación (?). MC: membrana Celular; PC: Pared Celular; ME: Membrana Externa; MI: Membrana Interna. 
Adaptado de: Tampakaki et al., 2004; Büttner y He, 2009; http://www.genome.jp/kegg/. 
 
1.5.2. Regulación de la expresión de los genes hrp en fitopatógenos 
Los genes hrp se inducen en estadíos muy tempranos luego del contacto con 
el hospedador. En P. syringae, se observó que la expresión in planta de estos genes 
se produce 1 hora después de la infección y continúa incrementándose por al menos 
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6 horas luego del contacto inicial (Rahme et al., 1992). Existen inductores no 
específicos de la expresión de los genes hrp encontrados en plantas que están 
siendo caracterizados, pero la naturaleza de la señal inductora no es clara aún. 
El control de la regulación de la cascada de expresión de los genes hrp varía 
en los diferentes patógenos. Basándose en semejanzas en la organización y 
regulación de genes, las regiones hrp de diferentes patógenos se pueden clasificar 
en 2 grupos: el Grupo I comprende las especies de los géneros Erwinia, Pantoea y a 
P. syringae. Por otro lado R. Solanacearum y las especies del género Xanthomonas 
pertenecen al Grupo II (Alfano y Collmer, 1996). La expresión de los genes hrp del 
grupo I dependen del activador HrpL, un miembro de la familia de los factores V 
alternativos, que se une a un secuencia promotora conservada denominada Caja 
hrp. La expresión del gen hrpL está controlada por las proteínas HrpR y HrpS en P. 
syringae y por HrpS, HrpX y HrpY en Erwinia y Pantoea (Gürlebeck et al., 2006) La 
expresión de los clusters de genes hrp del grupo II está muy bien estudiada en R. 
solanacearum. En esta especie, la inducción es detectada por el receptor de 
membrana externa PrhA y transmitido a la proteína de transmembrana PrhR y al 
factor V PrhI. La activación de PrhI lleva a la expresión de los reguladores PrhJ, 
HrpG y HrpB, que es homólogo a HrpX de Xanthomoas campestris pv. vesicatoria 
(Xcv) (Brito et al., 2002). En la regulación de la expresión de los genes hrp en 
Xanthomonas son claves las proteínas HrpG y HrpX, que son codificadas por los 
genes hrpG y hrpX localizados fuera del cluster hrp. HrpG pertenece a la familia de 
reguladores de respuesta del sistema de dos componentes de la familia OmpR, y 
controla la expresión de la proteína regulatoria HrpX y de los genes del operón hrpA 
(Wengelnik et al., 1996). HrpX es un activador transcripcional de la familia AraC/XylS 
y regula la expresión de la mayoría de los genes hrp incluidos en los operones hrpB 
a hrpF. La expresión de los genes del operón hrpA, y del gen hrpX es independiente 
de HrpX (Wengelnik et al., 1996).  
Muchos de los genes regulados por HrpX contienen en su región promotora la 
llamada Caja PIP (del inglés, Plant-Induced Promoter), la cual se sabe que sirve 
como elemento regulatorio y sitio de unión para HrpX (Wengelnik et al., 1996; 
Gürlebeck et al., 2006). Las cajas PIP son agrupadas en dos grupos, las perfectas y 
las imperfectas. Las cajas PIP perfectas poseen la secuencia consenso TTCGB-N15-
TTCGB, mientras que las cajas imperfectas poseen una región consenso del tipo 
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TTCGB-N8-TTCGB, donde B se refiere a cualquier base excepto adenina (Koebnik 
et al., 2006). 
Los genes hrp son también expresados cuando las bacterias son crecidas en 
medio mínimo (Schulte y Bonas, 1992a y b; Lindgren, 1997). Los factores que 
afectan la expresión de los genes hrp en medio mínimo son diferentes en distintas 
especies y patovares de fitopatógenos, y de esta manera también lo es la 




1.6. HrpE, la subunidad principal del SST3 
El Pilus Hrp de Xcv tiene un diámetro de alrededor de 8 a 10 nm, y puede 
alcanzar más de 2 Pm de longitud. Estas dimensiones son comparables a las de 
otros Pilus Hrp, aunque el diámetro parece ser ligeramente más grueso que en los 
casos de P. syringae (6 a 8 nm), de R. solanacearum (6,6 nm), y E. amylovora (8 
nm) (Jin et al., 2001; Roine et al., 1997; van Gijsegem et al., 2000). Análisis de 
mutantes de Xcv en el cluster hrp demostró que la biogénesis del pilus depende de 
todos los genes hrp y hrc, excepto para hrpF, que codifica para la proteína secretada 
que constituye el translocón sobre la célula eucariótica. El Pilus Hrp se alarga 
mediante la adición de subunidades de pilina Hrp en el extremo distal, y también 
sustratos del SST3 se secretan sólo a partir de la punta del pilus (Jin y He, 2001; Li 
et al., 2002). En todos los casos estudiados, las subunidades de Pilus Hrp (pilinas) 
son pequeñas (6 a 11 kDa) e hipervariables, no sólo entre especies diferentes, sino 
también entre patovares. La pilina Hrp mejor caracterizada hasta el momento, HrpA 
de P. syringae pv. tomato, comparte sólo el 27% de identidad de secuencia con 
HrpA de P. syringae pv. syringae (Deng et al., 1998). 
La proteína HrpE fue identificada como la subunidad principal del Pilus Hrp de 
Xcv. Esta conclusión está basada en: (1) La proteína HrpE fue el componente 
predominante de las preparaciones de pilus, que se aisló de acuerdo con un 
protocolo usado previamente para la preparación de Pilus Tipo IV de E. coli. 
Además, en otro estudio se detectó a HrpE en los sobrenadantes de la bacteria 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) crecida en un medio inductor del cluster hrp, 
pero no en las de un mutante en el SST3. (2) Los Pili Hrp se marcaron fuertemente 
por un antisuero anti-HrpE monoespecífico, visto a través del uso de 
inmunomicroscopía. (3) Mutaciones en hrpE conducen a la pérdida del Pilus Hrp, y 
por ende a la pérdida de la secreción y translocación de efectores, pero pueden 
complementarse con un cósmido que contenga el gen hrpE completo. (4) En base a 
la similitud de secuencia y orden de los genes (sintenia), el conjunto de genes hrp de 
Xcv está más estrechamente relacionada con los de R. solanacearum. El gen hrpE 
de Xcv es sinténico de hrpY, que codifica para la subunidad principal de Pilus Hrp de 
R. solanacearum (van Gijsegem et al., 2000). (5) Aunque HrpE no es similar a otras 
subunidades de pilus de bacterias no relacionadas a las Xanthomonas a nivel de 
secuencia, comparte varias características con estas proteínas, es decir, es 
pequeña, se prevé que sea predominantemente D-helicoidal y con una propensión 
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helicoidal más alta en la región carboxilo terminal, y excepcionalmente variable a 
nivel de secuencia entre varias especies y patovares del mismo género (Koebnik, 
2001; Weber et al., 2005). 
Es remarcable el hecho de que homólogos de esta proteína sólo se 
encuentran en otras especies de Xanthomonas, y la comparación de las secuencias 
disponibles de estas pilinas muestra una mitad amino terminal variable, en contraste 
con la mitad carboxilo terminal altamente conservada, donde los últimos 
aminoácidos son idénticos (Weber et al., 2005). Estas pequeñas proteínas son muy 
interesantes debido a su versatilidad funcional. En primer lugar, ya que es un 
componente externo del SST3 debe ser secretada y por lo tanto necesita una señal 
de secreción. En segundo lugar, debe ensamblarse en una estructura polimérica 
extracelular que sea estable y lo suficientemente flexible como para atravesar la 
pared celular de las plantas (Hu et al., 2001). En tercer lugar, el polímero debe 
formar un canal interior que permita el paso de las otras pilinas Hrp en sí, de la 
proteína translocón HrpF, y de más de 20 tipos diferentes efectores (Gürlebeck et 
al., 2006; Thieme et al., 2007). 
A fin de estudiar a la proteína HrpE de Xcv en el SST3 se realizó un análisis 
utilizando bacterias con distintas mutaciones en hrpE, caracterizando las mismas 
con respecto a la posibilidad de secretar sustratos in vitro y de inducir HR en plantas 
resistentes, o crecimiento en plantas susceptibles. Además, se analizó la morfología 
del pilus por microscopía electrónica (Weber y Koebnik, 2005). Tomados en 
conjunto, los resultados sugieren una organización de 3 dominios en HrpE (Figura 
1.10). Los primeros 17 residuos amino terminal representan un primer domino, 
considerado como la secuencia señal para la secreción por el SST3, aunque se ha 
encontrado sin embargo, que esta secuencia señal es tolerante a algunas 
mutaciones, ya que inserciones antes del Trp10 no perturban la funcionalidad 
(Weber y Koebnik, 2005). En otros trabajos con secuencias señales del SST3 
sintéticas se ha demostrado que se requiere que las mismas posean un carácter 
anfipático para su correcta función (Lloyd et al., 2002). El segundo dominio está 
constituido por la región central de la proteína, y está delimitado por el residuo Arg11 
hasta Asp53. Se sugiere que esta región está expuesta, en gran parte, al exterior del 
pilus. Esta idea es apoyada por la gran variabilidad que presenta esta región. Sin 
embargo, esta región también podría contribuir a la estabilidad del Pilus Hrp, ya que 
algunas mutaciones en ella condujeron a la producción de pili cortos. El tercer 
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dominio está definido por la región carboxilo terminal, a partir del residuo Glu54, y se 
propone que la misma está involucrada en el proceso de polimerización del pilus. 
Además se ha observado una alta conservación de estructuras primarias y 
secundarias en esta región, entre las diferentes pilinas del género Xanthomonas 








Figura 1.10. Estructura de dominios propuesta para la proteína pilina HrpE de Xcv, y de otras especies del género 
Xanthomonas. 
Adaptado de: Weber y Koebnik, 2005. 
 
Dentro de la estructura de operones del cluster hrp, el gen hrpE está situado 
corriente abajo de hrpD6 y corriente arriba de hpaB (Figura 1.8). A partir de estudios 
de promotor con fusiones hrp::Tn3-gus (E-Glucuronidasa), se sabe que hrpE tiene un 
nivel basal de transcripción en medio rico y que está inducido en el medio definido 
XVM2 y en planta (Wengelnik y Bonas, 1996). Como se comentó anteriormente, las 
regiones promotoras de varios genes inducibles en la planta contienen un motivo de 
secuencia conservada, la Caja PIP. Cuando se analizó la región corriente arriba del 
codón de inicio de la traducción de hrpE, se determinó que no existen cajas PIP u 
otros elementos de secuencias promotoras. Por lo tanto, para definir el sitio de inicio 
transcripcional de hrpE, se llevaron a cabo experimentos de extensión de cebador. 
El mapeo de la señal más fuerte indica que la transcripción de hrpE se inicia en la 
adenosina -101 (respecto al codón de inicio de la traducción de hrpE) (Weber et al., 
2005). De esta forma, y teniendo en cuenta que el codón de stop de la traducción de 
hrpD6 está 4 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción de hrpE, el 
promotor del gen hrpE reside en el operón hrpD (Weber et al., 2005). 
A pesar la gran cantidad de estudios y trabajos científicos realizados para 
dilucidar el rol y los mecanismos de HrpE en el ensamblado, secreción y 
translocación del Pilus Hrp de diversas Xanthomonas, poco se conoce sobre otras 
posibles funciones para esta proteína pilina en las distintas interacciones planta-
patógeno. Es por esto que en el presente trabajo de tesis se plantearon diversos 
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ensayos y análisis que permitieron ampliar estos conocimientos ahondando no sólo 
en los diferentes efectos que esta proteína genera en las plantas, sino también en 
aspectos que permitirán a futuro el desarrollo de posibles herramientas para la 




1.7. Proteínas harpin, un solo nombre para una gran familia 
En términos generales, las harpin son proteínas ricas en glicina que carecen 
de residuos de cisteína, que se secretan al medio de cultivo cuando se expresa el 
sistema Hrp, y poseen actividad inductora de HR termoestable cuando se infiltran en 
las hojas de tabaco y otras plantas (Alfano y Collmer, 1997). Como es característico 
de las proteínas secretadas por SST3, las harpin carecen de un péptido señal amino 
terminal. La primera proteína harpin fue descubierta en los sobrenadantes de 
cultivos de células de E. coli que expresaban un grupo de genes hrp de Erwinia 
amylovora (Wei et al., 1992). Debido a que mutaciones en el gen hrpN, codificante 
de la proteína harpin en E. amylovora disminuía fuertemente el desarrollo de HR en 
tabaco y la patogenicidad en frutos susceptibles de pera, inicialmente se propuso 
que las harpin eran las proteínas de virulencia primarias que se secretaban por el 
SST3 (Wei et al., 1992). El análisis subsiguiente de proteínas harpin de otras 
bacterias reveló que las mismas difieren sustancialmente en su estructura primaria y 
en su contribución a las respuestas en las plantas. A pesar de que se encontraron 
hace más de dos décadas, las funciones de las proteínas harpin no se conocen bien, 
aunque en los últimos diez años ha habido un progreso significativo para dilucidar 
los mecanismos de sus funciones. 
Desde la primera proteína harpin, HrpN de E. amylovora, se han 
caracterizado una gran cantidad de otras harpin pertenecientes a diversas bacterias 
patógenas Gram negativas de plantas; ejemplo son, HrpN y HrpW de especies de 
Erwinia y bacterias relacionadas (Bauer et al., 1995; Gaudriault et al., 1998; Kim y 
Beer, 1998; Shrestha et al., 2008), HrpZ1, HrpW1, HopP1 y HopAK1 de P. syringae 
(Charkowski et al., 1998; He et al., 1993; Kvitko et al., 2007), PopA1 y PopW de R. 
solanacearum (Arlat et al., 1994; Li et al., 2010), y Hpa1 y sus ortólogos de las 
especies de Xanthomonas (Kim et al., 2003; Noël et al., 2002; Zhu et al., 2000). 
Interesantemente, la bacteria simbiótica Rhizobium etli, también produce una 
proteína harpin (Fauvart et al., 2009). 
Los genes harpin de E. amylovora (hrpN), E. chrysanthemi (hrpN), y R. 
solanacearum (popA) están localizados al lado o cerca de sus respectivas 
agrupaciones hrp, mientras que el gen hrpZ de P. syringae reside dentro del cluster 
hrp (Alfano y Collmer, 1997), indicando que su ubicación está, de alguna manera, 
relacionada directamente con este cluster. De la misma manera que lo hace P. 
syringae, Xac contiene un gen codificante para una proteína harpin en su cluster hrp, 
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llamado hpa1. Esta característica de poseer un gen harpin en este cluster es común 
en casi todas las especies de Xanthomonas, siendo el mismo sinténico. 
Las harpin son proteínas únicas que comparten características comunes, 
distintivas de otras proteínas bacterianas. En primer lugar, en términos de 
composición de aminoácidos, las proteínas harpin poseen una cantidad 
relativamente alta de residuos de glicina, serina y glutamina, mientras que no 
contienen ninguna o pocas cisteína y aminoácidos aromáticos. La mayoría de las 
harpin consisten de más del 15% de glicina, y estos residuos están a menudo 
agrupados en regiones específicas de estas proteínas. El aminoácido serina cubre 
aproximadamente el 10% del total de aminoácidos. Curiosamente, la mayoría de 
estas proteínas no tienen residuos de cisteína. Sin embargo, Hpa1 de Xoo contiene 
una cisteína y Hpa de Xanthomonas malvacearum (Xm) cuatro (Choi et al., 2013). 
En segundo lugar, en términos de estructuras secundarias, se predice que las harpin 
tienen varias regiones de hélices D. HrpN de E. amylovora y HrpZ1 de P. syringae 
poseen ocho o nueve hélices D, y HrpW de E. amylovora lleva dos sólo en el 
dominio amino terminal (Choi et al., 2013). En tercer lugar, las harpin son proteínas 
muy ácidas, basándose en sus puntos isoeléctricos teóricos. En cuarto lugar, los 
tamaños de las harpin de especies de Xanthomonas son significativamente más 
pequeños que los de las bacterias relacionadas Pseudomonas y Erwinia. 
Finalmente, las proteínas harpin son estables al calor, incluso luego de ser hervidas 
durante 15 min (He et al., 1993; Wei et al., 1992). 
Las harpin se pueden clasificar en 5 grupos principales en base a su similitud 
y estructuras de dominio (Choi et al., 2013): Grupo HrpN, encabezado por HrpN de 
E. amylovora, Grupo HrpZ1, encabezado por HrpZ1 de P. syringae pv. tomato, 
Grupo HrpW1, encabezado por HrpW1 de P. syringae pv. tomato, Grupo Hpa1, 
encabezado por Hpa1 de X. oryzae pv. oryzae, Grupo otros: donde se incluyen a 
PopA1 de R. solanacearum, y HopP1 de P. syringae pv. tomato. 
La mayoría de las harpin no llevan ningún dominio que se encuentre en otras 
proteínas bacterianas o de plantas. Sin embargo, los ortólogos de HrpW (HrpW de 
E. amylovora, HrpW1 y HopAK1 de P. syringae, y PopW de R. solanacearum) 
poseen dominios pectato liasa en sus extremos carboxilo terminal (Charkowski et al., 
1998; Kim y Beer, 1998; Li et al., 2010). Los dominios amino terminales de las harpin 
del Grupo HrpW mostraron ser responsables de elicitar HR (Charkowski et al., 1998; 
Kim y Beer, 1998). 
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Basado en análisis mutacionales, se ha descrito que algunas proteínas harpin 
tienen funciones de virulencia en plantas hospedadoras. Por ejemplo, la mutación 
del gen hrpN en E. amylovora cepa CFBP1430 reduce su virulencia, aunque 
conserva aún una importante patogenicidad en plantas hospedadoras (Barny, 1995). 
Sin embargo, la mutante en el gen hrpN de E. amylovora cepa Ea273, generó una 
importante disminución en la virulencia con respecto a la cepa de tipo salvaje (Sinn 
et al., 2008). En contraste, la mutación de hrpW en E. amylovora o popW en R. 
solanacearum no mostraron ningún efecto sobre la virulencia en plantas 
hospedadoras (Gaudriault et al., 1998; Kim y Beer, 1998; Li et al., 2010). Estos 
ejemplos indican que algunas proteínas harpin pueden ser consideradas como 
factores de virulencia de patógenos bacterianos. 
Por otra parte, hay evidencia significativa de que algunas harpin actúan como 
translocadores, facilitando la inyección de proteínas efectoras bacterianas en las 
células vegetales. DspA/E es un efector crucial de E. amylovora para el desarrollo de 
la enfermedad, y su translocación a células hospedadoras se vio severamente 
afectada en la mutante hrpN de E. amylovora (Bocsanczy et al., 2008). Tal es el 
caso del efector AvrPto de P. syringae pv. tomato, cuya translocación se vio 
disminuida en bacterias mutantes en los genes que codifican para proteínas harpin 
(Kvitko et al., 2007). 
Las proteínas harpin son capaces de asociarse a la membrana plasmática, lo 
que se demostró mediante ensayos en los que se evaluó la capacidad de estas 
proteínas de formar poros en membranas artificiales y, adicionalmente, la de unirse 
a lípidos. HrpZ1 de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola demostró asociarse a 
liposomas y membranas de bicapa sintética in vitro (Lee et al., 2001). Las proteínas 
HrpZ1 de P. syringae pvs. phaseolicola, tomato y syringae activan una fluctuación en 
la corriente de iones en bicapas lipídicas planas. Además, un ensayo de unión a 15 
componentes lípidos de membrana diferentes mostró que HrpZ1 interactúa con 
ácido fosfatídico (Haapalainen et al., 2011). PopA1 de R. solanacearum demostró 
estar integrada en liposomas y también en membranas de oocitos de Xenopus 
laevis, resultando en la formación de poros conductores de iones (Racapé et al., 
2005). Colectivamente, estos datos indican que varios harpin se pueden unir a 
lípidos y formar poros en la membrana plasmática de la planta. Las proteínas 
translocadoras en bacterias patógenas de animales en general forman una 
estructura similar a un canal en la membrana plasmática por oligomerización 
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(Montagner et al., 2011). La oligomerización de HrpZ1 de P. syringae mostró que 
puede formar oligómeros, en su mayoría de 16 monómeros (Haapalainen et al., 
2011). Por lo tanto, al menos HrpZ1 tiene la capacidad de formar oligómeros, 
probablemente contribuyendo a la formación de poros en la membrana plasmática 
hospedadora. 
Como se comentó anteriormente, las proteínas harpin poseen actividad 
inductora de HR. Estudios realizados en varias harpin revelaron que ciertas regiones 
son suficientes para el desarrollo de HR. El análisis mutacional de HpaG de 
Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag) demostró que los 12 residuos de 
aminoácidos entre Leu39 y Leu50 son críticos para la elicitación HR en tabaco (Kim 
et al., 2004). Curiosamente, XopA de Xcv carece de actividad inductora de HR, pero 
la mutagénesis de Phe48 a Leu48 en esta proteína, restauró su actividad inductora 
de HR (Kim et al., 2004). Aunque los mecanismos de desarrollo de HR por harpin no 
se conocen bien, se demostró que la expresión de HrpZ1 dirigida extracelularmente 
induce HR en tabaco, en tanto que la misma proteína dirigida al citoplasma no, 
sugiriendo que las harpin deben ser reconocidas en la membrana externa de las 
células vegetales (Tampakaki y Panopoulos, 2000). 
Una característica interesante de las proteínas harpin es que inducen 
respuestas de defensa innata en plantas. Tanto si los genes harpin se expresan 
constitutivamente en las células vegetales como si las proteínas harpin se pulverizan 
sobre las plantas, inducen respuestas de defensa que les confieran a estas la 
capacidad de ser menos susceptibles a diversos patógenos, incluyendo hongos, 
oomicetos, bacterias y virus. Este proceso por el cual se activan las respuestas de 
defensa sin el desarrollo de HR se llama priming. La pulverización con HrpN de E. 
amylovora en Arabidopsis induce la expresión de la proteína relacionada a la 
patogénesis, PR1, y activa la resistencia sistémica adquirida, que confiere 
resistencia al hongo Hyaloperonospora arabidopsidis y a P. syringae pv. tomato 
(Dong et al., 1999). Además, la aplicación foliar de HrpN en plantas de tomate 
reduce las enfermedades causadas por Phytophthora infestans y Botrytis cinerea 
(Fontanilla et al., 2005a y b). 
La unión de las bacterias fitopatógenas a la superficie de la planta es el primer 
paso para el desarrollo de la enfermedad. HrpN de Dickeya dadantii (antiguamente 
llamada Erwinia chrysanthemi) demostró estar implicada en la unión eficiente de esta 
bacteria a la superficie de la planta (Yap et al., 2006). Además, esta harpin también 
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estuvo implicada en la formación de biofilm en medio líquido, el cual se caracteriza 
como un agregado celular bacteriano. Además, varias harpin (HpaG de Xag, HrpN 
de E. amylovora, y HrpZ1 de P. syringae pv. syringae) mostraron ser capaces de 
formar estructuras fibrilares bajo condiciones similares al apoplasto vegetal (Oh et 
al., 2007). Estas características pueden tener una función en la etapa inicial de la 
interacción bacteriana con las células vegetales. 
Hasta la realización del presente trabajo de tesis se desconocía si la proteína 
Hpa1 de Xac era importante para el desarrollo de HR y la patogenicidad por parte de 
este fitopatógeno en plantas no hospedadoras y hospedadoras, respectivamente. 
Tampoco se habían realizado estudios sobre su posible rol en la interacción 
bacteria-bacteria, y su importancia en el desarrollo de la enfermedad respecto a ello. 
Es por esto que se plantearon diversos estudios con el objetivo de ampliar el 










































2.1. Objetivo general 
 El objetivo general de este trabajo de tesis es el estudio de proteínas 
relacionadas al sistema de secreción tipo III de la bacteria Xanthomonas axonopodis 
pv. citri, y sus importancias en el desarrollo de la Cancrosis de los Cítricos. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 En base al objetivo general expuesto se propusieron los siguientes objetivos 
específicos: 
x Obtener la proteína Hpa1 de Xac pura en forma recombinante y evaluar 
las respuestas hacia la misma tanto en plantas hospedadoras como no 
hospedadoras. 
x Caracterizar la función de Hpa1 en la patogenicidad de Xac, y en su 
interacción con plantas hospedadoras. 
x Construir la cepa mutante de Xac en el gen hpa1, y caracterizar la 
interacción de la misma con plantas hospedadoras. 
x Caracterizar estructuralmente a Hpa1 utilizando diversas técnicas 
biofísicas. 
x Estudiar los dominios que componen a Hpa1. 
x Obtener la proteína HrpE de Xac pura en forma recombinante y evaluar 
las respuestas hacia la misma tanto en plantas hospedadoras como no 
hospedadoras. 
x Evaluar el rol de HrpE como factor de adherencia bacteriano. 
x Obtener anticuerpos contra HrpE de Xac, y analizar la posibilidad del 
desarrollo de nuevas herramientas moleculares para la erradicación de la 
Cancrosis de los Cítricos. 
x Identificar posibles proteínas de plantas de naranja que interactúen 
específicamente con las proteínas Hpa1 y HrpE de Xac mediante el 
ensayo de doble híbrido en levaduras. 
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3. Materiales y Métodos 
 
3.1. Cultivo bacteriano 
 
3.1.1. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados 
 A continuación se detallan las cepas bacterianas (Tabla 3.1) y los vectores 
plasmídicos (Tabla 3.2) utilizados en el presente trabajo, junto con su respectiva 
referencia. 
 
Cepa Genotipo Referencia 
 























Xanthomonas axonopodis pv. citri, 
cepa tipo salvaje, Apr 
 
Xac mutante en el gen hpa1, Apr, Knr 
 
 
Xac∆hpa1 conjugada con el vector 
pBBR1-MCS5-hpa1, Apr, Knr, Gnr 
 
Xac conjugada con el vector 
pBBR1-MCS5-GFP, Apr, Gnr 
 
Xac∆hpa1 conjugada con el vector 
pBBR1-MCS5-GFP, Apr, Knr, Gnr 
 
Xac mutante en el operón hrpB, Apr, 
Knr 
 
Xac mutante en el gen hrpG, Apr, Spr 
 
 
Provista por Blanca 














Dunger et al., 2005 
 
 









Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria, cepa tipo salvaje 
 
Provista por Blanca 

















recA1 endA1 gyrA96 hsdR17 supE44 
thi ∆(lac-proAB)/F- relA1 
 
294::[RP4-2-(Tc::Mu) (Km::Tn7) pro 
res recA Tpr mod+ 
 
hsdR leuB600 trpC9839 pyrF::Tn5 
hisB463 lac∆X74 strA galU,K 
 
F– ompT hsdSB (rB–, mB–) dcm gal 
λ(DE3) pLysS, Cmr 
 
Yanish-Perron et al., 1985 
 
 





















MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 
his3-200 ∆gal4 ∆gal80 LYS::GAL1-
HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ 
 




Tabla 3.1. Tabla de cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo. 
 
 
























































Vector comercial para la expresión y purificación de 
proteínas por afinidad. 
 
Vector pET28a que posee clonado entre sus sitios 
NdeI y HindIII el gen completo hpa1. 
 
Vector comercial para la expresión y purificación de 
proteínas por afinidad. 
 
Vector derivado del vector comercial pET32a, en el 
que se eliminó el S-tag y el sitio de reconocimiento 
de la proteasa Enteroquinasa. 
 
Vector pET32am que posee clonado entre sus 
sitios BamHI y HindIII el gen completo hrpE. 
 
Transferible a Xanthomonas por conjugación 
biparental desde la cepa movilizadora E. coli S-17. 
Posee un origen de replicación para un amplio 
rango de hospedadores y resistencia a Kn. 
 
Plásmido pBBR1MCS-2 conteniendo 
el gen de GFP. 
 
Vector movilizable y suicida en Xanthomonas, que 
permite la disrupción de genes por intercambio de 
marcadores o inserciones del vector. 
 
Plásmido pK19mobGII que posee clonado 
entre sus sitios EcoRI y PstI la región 
central del gen hpa1. 
 
Transferible a Xanthomonas por conjugación 
biparental desde la cepa movilizadora E. coli S-17. 
Posee un origen de replicación para un amplio 
rango de hospedadores y resistencia a Gn. 
 
Plásmido pBBR1MCS-5 que posee clonado entre 
sus sitios EcoRI y PstI el gen completo hpa1. 
 
Vector para clonado de proteínas presas para 
ensayos de doble híbrido en levaduras. 
 
Vector para clonado de proteínas carnadas para 
ensayos de doble híbrido en levaduras. 
 
Vector pOBD con el gen hrpE. 
 
Vector pOBD con el gen hpa1. 
 
Vector pOBD con el fragmento hpa11-32. 
 























Gottig et al., 2009 
 
 
















Uetz et al., 2000 
 
 




















Vector pOBD con el fragmento hpa133-105. 
 
Vector pOBD con el fragmento hpa158-137. 
 








Tabla 3.2. Tabla de vectores utilizados en el presente trabajo. 
 
3.1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento utilizados 
 A continuación se detallan los medios de cultivos utilizados en el presente 
trabajo, junto con su respectiva referencia, y se describen las condiciones de 
crecimiento bacteriano utilizadas (Tabla 3.3). 
 































Peptona 10,0 g/l 
Extracto de levadura 5,0 g/l 
NaCl 5,0 g/l 
 
Extracto de carne 3 g/l 
Peptona de carne 5 g/l 
 
Peptona 5,0 g/l 
Extracto de levadura 5,0 g/l 
Sacarosa 5,0 g/l 
Ácido glutámico 1,0g/l 
 
Fructosa 10 mM 
Sacarosa 10 mM 
Casaminoácidos 0,3 g/l 
NaCl 20 mM 
KH2PO4 0,16 mM 
K2HPO4 0,32 mM 
MgSO4 5 mM 
FeSO4 0,01 mM 
 
(NH4)2SO4 1 g/l 
KH2PO4 4,5 g/l 
K2HPO4 10,5 g/l 
Citrato de sodio 0,5 g/l 
MgSO4 1 mM 
Sacarosa 6 mM 
Casaminoácidos 1 g/l 
 




Sambrook y Russell, 2001 
 
 






















Tabla 3.3. Medios de cultivos utilizados en el presente trabajo. Para información sobre los medios de cultivo de levaduras ver 
Materiales y Métodos 3.15.1. 
 
 
Las cepas de E. coli se crecieron en agitación a 37 ºC y las cepas de Xac y 
Xcv a 28 ºC, y siempre que fue necesario el medio de cultivo se suplementó con el 
antibiótico correspondiente: 
• Ampicilina (Ap) a concentración final 100 µg/ml (E. coli) y 25 µg/ml (Xac) 
• Kanamicina (Kn) a una concentración final 40 µg/ml (E. coli) y 20 µg/ml (Xac) 
Materiales y Métodos 
 56
• Gentamicina (Gn) a una concentración final 20 µg/ml (E. coli) y 5 µg/ml (Xac) 
• Cloranfenicol (Cm) a concentración final 30 µg/ml (E. coli) 
• Espectinomicina (Sp) a concentración final 50 µg/ml (E. coli) y 25 µg/ml (Xac) 
 
 Para los casos de medios sólidos, se adicionó agar a una concentración final 
de 1,5% p/v (Sambrook et al., 1989). 
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3.2. Material vegetal y métodos de crecimiento 
A continuación se detallan las plantas utilizadas y los métodos de crecimiento 
para cada caso, acorde a su necesidad. Citrus sinensis cv. valencia (naranja), los 
plantines provistos por el INTA de Concordia, se crecieron en invernadero a una 
temperatura de 26 ± 2 ºC con un fotoperíodo diario de 16 horas de luz. Se utilizaron 
hojas totalmente expandidas de plantas jóvenes para todos los ensayos 
desarrollados. Los cultivares de Arabidopsis thaliana utilizados fueron Col-0, Ws, 
Nossen y C24. Las semillas se sembraron en macetas de 10 cm y se cultivaron en 
cámara con ambiente controlado a 23 ± 2 ºC con un fotoperíodo diario de 16 horas. 
La línea transgénica de Arabidopsis thaliana, PrAtWRKY30::GUS fue cultivada de la 
misma manera que las otras especies de Arabidopsis. Gossypium hirsutum cv. 
DP404Bg (algodón), Solanum lycopersicum cv. Platense (tomate), Nicotiana 
tabacum cv. Petit Habana (tabaco) y Capsicum annuum cv. Grossum (pimiento) 
fueron cultivadas en cámara de crecimiento con temperatura controlada a 26 ± 2 ºC, 
y un fotoperíodo diario de 14 horas de luz.  
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3.3. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos 
 
3.3.1. Técnicas básicas de ADN recombinante 
Las preparaciones de ADN plasmídico a partir de células de E. coli, las 
electroforesis de ADN, las digestiones de ADN con enzimas de restricción, la 
recuperación de ADN a partir de geles de agarosa, las reacciones de ligación de 
fragmentos de ADN y las transformaciones de células de E. coli con ADN plasmídico 
se llevaron a cabo siguiendo los protocolos estándares descriptos por Sambrook y 
colaboradores (Sambrook et al., 1989), o con aquellos recomendados por los 
proveedores de los reactivos adquiridos comercialmente. Las reacciones en cadena 
de la polimerasa (PCR) fueron puestas a punto siguiendo los procedimientos 
generales descriptos en (Kidd y Ruano, 1995). La presencia de los fragmentos de 
ADN deseados fue verificada por secuenciación. 
 
3.3.2. Preparación de ADN genómico de Xac 
Las células se crecieron en frascos con 10 ml de medio SB suplementado con 
Ap (25 µg/ml final) a 28 ºC con agitación constante hasta alcanzar la saturación del 
cultivo. Se ajustó el cultivo a 0,3 OD a 600 nm. Se centrifugaron en un volumen de 
1,5 ml a aproximadamente 6000 g durante 2 minutos y se resuspendió el pellet en 1 
ml de agua destilada. Se centrifugó nuevamente a 6000 g durante 2 minutos. 
Posteriormente se resuspendió el pellet en 500 µl de buffer TAE (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA) mediante pipeteado repetitivo; se agregaron 15 µl de 20% p/v 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) y 3 µl de 20 mg/ml Proteinasa K (Sigma-Aldrich), se 
mezcló mediante movimientos suaves del tubo y se incubó a 37 ºC por 1 a 1,5 horas. 
Se agregaron 167 µl de 5 M cloruro de sodio (NaCl) y se mezcló suavemente. Luego 
se agregaron 80 µl de solución precalentada de CTAB/NaCl (10 g de CTAB y 4,1 g 
de NaCl en 100 ml de agua), se mezcló y se incubó por 15 minutos a 65 ºC. Se 
agregaron 700 µl de un mezcla compuesta por cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), 
se mezcló durante 10 minutos y se centrifugó durante 5 minutos a 12000 g. 
Posteriormente, se removió la fracción superior acuosa y se colocó en un tubo 
nuevo. Se agregaron 500 µl de un mezcla compuesta por fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (25:24:1), se mezcló durante 10 minutos y se centrifugó durante 5 minutos 
a 12000 g. Se transfirieron 300-500 µl del sobrenadante a un tubo nuevo y se agregó 
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0,6 volúmenes de isopropanol. Seguidamente, se agitó el tubo hasta que se observó 
un precipitado blanco. Luego se incubó durante 10 minutos a -70 ºC. Se centrifugó 
durante 25 minutos a 14000 g, se descartó el líquido, se lavó el ADN con 900 µl de 
etanol 70% v/v centrifugando durante 10 minutos a velocidad máxima. Se descartó 
el sobrenadante cuidadosamente con pipeta y se secó el pellet obtenido por 
ventilación. Finalmente, se disolvió el pellet de ADN en 25-100 µl de buffer TE (10 
mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) durante una hora. La solución obtenida se 
almacenó a 4 ºC hasta el momento de ser utilizada. (Ausubel et al., 1987). 
 
3.3.3. Oligonucleótidos 
A continuación se detallan los oligonucleótidos cebadores utilizados en el 














































































































































Tabla 3.4. Oligonucleótidos cebadores utilizados en el presente trabajo. Con respecto a los generados para RT-PCR y qRT-
PCR la eficiencia de amplificación para cada par de es la misma. 
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3.4. Expresión y purificación de proteínas recombinantes 
 
3.4.1. Construcción de los vectores de expresión 
La construcción de los vectores de expresión se llevó a cabo amplificando por 
PCR la región deseada del gen blanco a partir de una extracción de ADN genómico 
de Xac, la que posteriormente se cortó con las enzimas de restricción deseadas y se 
ligó en el vector a utilizar también cortado con estas enzimas. 
El vector pET28-hpa1 se construyó amplificando el gen completo hpa1 con los 
oligonucleótidos hpa1L-Nde y hpa1R-Hind (Tabla 3.4), y los sitios de restricción 
utilizados para el subsiguiente clonado fueron NdeI y HindIII. 
El vector pET32am-hrpE se construyó amplificando el gen completo hrpE con 
los oligonucleótidos NHrpEB y CHrpEH (Tabla 3.4), y los sitios de restricción 
utilizados para el subsiguiente clonado fueron BamHI y HindIII. 
Los vectores pET32a-hpa11-57 y pET32a-hpa158-137 se construyeron 
amplificando las regiones correspondientes con los oligonucleótidos PN-hpa1BamHI 
y PN-hpa1H, y PC-hpa1BamHI y hpa1R-Hind (Tabla 3.4), respectivamente, y los 
sitios de restricción utilizados para el subsiguiente clonado en ambos casos fueron 
BamHI y HindIII. 
Todos los vectores construidos fueron secuenciados para corroborar su 
secuencia y el correcto marco de lectura antes de ser utilizados en los ensayos de 
expresión. 
 
3.4.2. Inducción de la expresión de proteínas recombinantes en E. coli 
La inducción de la expresión de proteínas recombinantes en la cepa E. coli 
pLysS (Promega) se realizó empleando IPTG (Sigma-Aldrich) como inductor según 
el procedimiento general descrito por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 
1989), realizando ajustes menores para cada caso en particular, según las 
necesidades de los diferentes ensayos. Básicamente, se cultivaron las bacterias en 
medio LB conteniendo el o los antibióticos correspondientes a 37 ºC con agitación 
constante hasta saturación del medio de cultivo. Este cultivo se diluyó 1/100 en el 
mismo medio fresco suplementado con antibióticos, y se incubó en idénticas 
condiciones hasta que el mismo alcanzó una densidad óptica de 0,6-0,9 a 600 nm. 
Se indujo la expresión de proteínas mediante el agregado de IPTG a una 
concentración final acorde a lo analizado como óptima para cada caso (0,5 mM para 
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los casos de Hpa1 y sus fragmentos, y 0,25 mM para el caso de HrpE) continuando 
la incubación por un período adicional de 5-6 horas a 18 ºC (en todos los casos). 
Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugación a 6000 g, a 4 ºC 
durante 15 minutos. El sobrenadante se descartó y el pellet celular se resuspendió 
inmediatamente para proceder a la preparación de los extractos proteicos, o se 
congeló a -20 ºC hasta su procesamiento en corto plazo o a -70 ºC en mediano 
plazo. 
 
3.4.3. Preparación de extractos proteicos y purificación de proteínas 
recombinantes 
Las células de E. coli BL21 pLysS provenientes de los cultivos inducidos 
fueron resuspendidas en solución de lisis celular conteniendo Tris-HCl 50 mM pH 8, 
NaCl 150 mM, Imidazol 5 mM y PMSF 1 mM. Luego de la ruptura celular mediante 
sonicación, los lisados fueron clarificados por centrifugación a 20000 g, a 4 ºC 
durante 45 minutos. Los volúmenes de solución de lisis utilizados fueron 1/10 a 1/20 
del volumen de cultivo inducido. Cuando el volumen de inducción fue mayor a los 
500 ml, se agregó además a la solución de lisis MgCl2 5 mM y ADNasa 1 mg/l de 
cultivo. Posterior a la centrifugación, los sobrenadantes se recuperaron para su 
inmediato procesamiento. 
A fin de lograr un mayor grado de pureza y rendimiento de las proteínas de 
interés, las condiciones de purificación fueron puestas a punto para cada una de 
ellas en particular. A continuación, se describe el protocolo típico utilizado para las 
purificaciones por cromatografía de afinidad. Estas condiciones fueron ajustadas 
según las necesidades, y en todos los casos las modificaciones se indican en el 
texto. Para todas las proteínas recombinantes obtenidas en este trabajo se utilizaron 
vectores de la serie pET (Novagen). Para la purificación de 6His-Hpa1 se utilizó el 
vector pET28a, y para la purificación de los fragmentos de Hpa1 (Trx-6His-Hpa11-57 y 
Trx-6His-Hpa158-137) y Trx-6His-HrpE, se utilizó el vector pET32am (Rial et al., 2002). 
Se siguió un protocolo empleando una resina de Ni2+-Agarosa (Ni-NTA, QIAgen) de 
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Los pasos de purificación fueron 
realizados utilizando buffer Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM e Imidazol 5 mM 
para todos los casos, tomado este como buffer de equilibrio de la columna. Los 
pasos de lavado fueron realizados utilizando buffer Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 
mM e Imidazol 40 mM para el caso de 6His-Hpa1 y, Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 
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mM e Imidazol 15 mM para los casos obtenidos a partir del vector pET32am (Trx-
6His-Hpa11-57, Trx-6His-Hpa158-137 y Trx-6His-HrpE). El paso de elución de las 
proteínas recombinantes unidas a la matriz se realizó con Imidazol en la misma 
solución posterior, cuya concentración fue en forma de gradiente desde los 100 mM 
a los 250 mM para evitar la precipitación proteica por alta concentración. Las 
purificaciones a gran escala se llevaron a cabo en cámara refrigerada a una 
temperatura de 4 ºC. Posteriormente a la etapa de purificación se procedió a dializar 
las muestras contra el buffer deseado, o en su defecto contra Tris-HCl 50 mM pH 8, 
NaCl 150 mM, por un período de 16 horas a 4 ºC. Siempre que fue posible, se 
tomaron alícuotas para evaluar los resultados de las separaciones cromatográficas, 
diálisis y concentración de muestras. Las alícuotas fueron sometidas a electroforesis 
en geles de poliacrilamida. 
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3.5. Métodos analíticos de proteínas 
 
3.5.1. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 
Las proteínas se separaron de acuerdo a su peso molecular en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con glicina, siguiendo 
el protocolo de Laemmli (Laemmli, 1970). La concentración final de acrilamida en los 
geles de separación se ajustó entre 15 y 18% de acuerdo al tamaño de las proteínas 
a separar. Siempre que se aclare el uso de geles de poliacrilamida con tricina, se 
refirió al protocolo desarrollado por Schägger (Schägger, 2006). Este protocolo 
permite resolver pequeños fragmentos proteicos de entre 5 y 30 kDa. Antes de la 
siembra, las muestras fueron desnaturalizadas hirviéndolas durante 3 minutos en 
solución de siembra conteniendo azul de bromofenol 0,01% p/v, β-mercaptoetanol 
1% p/v, EDTA 1 mM, SDS 1,8% p/v y glicerol 5% v/v, y centrifugándolas a 10000 g 
por 1 minuto. Las electroforesis se desarrollaron en equipos Miniprotean III (Bio-Rad) 
a una intensidad de corriente aplicada constante de 20 mA por gel, hasta salir el 
frente de corrida, a menos que se indique otra cosa. Los patrones proteicos 
resultantes de las electroforesis fueron visualizados mediante fijación (ácido acético 
10% v/v), tinción con azul brillante de Coomassie R250 y decoloración de los geles 
de acuerdo al protocolo descrito en (Sambook et al., 1989). 
 
3.5.2. Electrotransferencia de proteínas hacia membrana de nitrocelulosa y 
detección con anticuerpos 
 Una vez resueltas las proteínas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes, 
las mismas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL, 
Amershan Pharmacia) en una cuba de transferencia (Trans-Blot, Bio-Rad) durante 
16 horas con agitación permanente a 4 ºC y a 40 mA de intensidad constante de 
corriente. El sistema se mantuvo sumergido en buffer Tris-HCl 20 mM pH 8, glicina 
150 mM, SDS 0,03% p/v y metanol 20% v/v. Una vez finalizada la transferencia de 
las proteínas a la membrana, esta última se incubó con una solución 5% p/v de 
leche descremada en polvo de origen comercial preparada en buffer PBS (NaCl 137 
mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 4,3 mM y KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4) para bloquear la 
unión inespecífica del anticuerpo. Esta etapa de bloqueo se extendió durante 1 hora, 
renovando el buffer de bloqueo cada 15 minutos. Posteriormente se incubó la 
membrana durante 1 hora con el anticuerpo primario diluido en el mismo buffer, de 
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acuerdo a lo requerido. Transcurrido este lapso de tiempo, se realizaron cuatro 
lavados, por períodos de 15 minutos cada uno con buffer de bloqueo. Luego, se 
incubó la membrana durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado 
a la enzima fosfatasa alcalina diluido en buffer de bloqueo, y a continuación se 
realizaron cuatro lavados más de 15 minutos con la misma solución. Pasado este 
tiempo, la membrana se lavó dos veces durante 5 minutos con una solución de Tris-
HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM y MgCl2 5 mM y seguidamente se sumergió en 
15 ml de la misma solución a la que se agregaron los reactivos NBT 0,03% p/v y 
BCIP 0,016% p/v. La membrana se incubó en oscuridad a 37 ºC hasta obtener 
desarrollo del precipitado coloreado sobre la misma (Towbin et al., 1979). Todos los 
lavados y las incubaciones se realizaron con agitación suave y permanente. 
Durante el presente trabajo de tesis se utilizaron los siguientes anticuerpos 
comerciales: anti-His producido en conejo (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-IgG 
de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Bio-Rad). 
 
3.5.3. Análisis por filtración en gel 
 Se utilizó un equipo de FLPC (por Fast Protein Liquid Chromatography, 
modelo Äkta GE Healthcare) al que se le anexó una columna de exclusión molecular 
Superdex 200 (GE Healthcare) la cual se preparó de acuerdo a lo indicado por el 
fabricante. Previa a la inyección en la columna, la muestra fue centrifugada por 1 
minuto a 12000 g para evitar cualquier impureza de gran tamaño. El análisis de los 
datos se realizó con el programa informático UNICORN (GE Healthcare). 
 
3.5.4. Análisis por espectroscopía de masas 
 Se utilizó un equipo de MALDI TOF-TOF (modelo UltrafleXtreme Bruker). Los 
ensayos fueron hechos por duplicado. La matriz utilizada fue de 100% DHB (Ácido 
2,5-dihidroxibenzoico). La preparación de proteína utilizada se encontraba a una 
concentración 2 mg/ml en buffer HEPES 10mM pH8, NaCl 20mM. La muestra se 
preparó en una mezcla proteína/matriz (v/v) 1:4, y fue montada en una placa de 
vidrio para luego tomar 1 µl de esta mezcla y realizar el ensayo. El modo de 
adquisición utilizado fue linear positivo, el láser se utilizó al 35%, el límite de 
detección fue de 1000 m/z, a ocho pulso de láser por segundo, el potencial de 
aceleración de 20 KV, y la presión de vacío inferior a 1,5 106 bares. 
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3.5.5. Análisis por espectroscopía de dicroísmo circular 
El estado de plegamiento de las proteínas recombinantes fue evaluado por 
dicroísmo circular en el intervalo de longitudes de onda desde 190 a 260 nm (UV 
lejano), donde las uniones peptídicas absorven la luz circularmente polarizada 
generando los espectros característicos para cada tipo de estructura secundaria 
(Hélice α, Lámina β, Ovillo estadístico). El equipamiento utilizado fue un 
espectropolarímetro (modelo J-815 Jasco). Las condiciones del equipo en que se 
realizaron los espectros fueron camino óptico de 1 mm, los datos se colectaron en 
intervalos de 0,5 nm y una sensibilidad estándar, el tiempo de respuesta fue de 0,25 
segundos, el ancho de banda de 1 nm, la velocidad de barrido fue de 50 nm/min, y el 
espectro extraído fue el producto de al menos 3 acumulaciones. Las condiciones 
particulares de cada ensayo se detallan en el texto. Cuando se requirió de 
temperatura, se utilizó el accesorio controlador de temperatura para tal fin. La 
concentración utilizada de las proteínas se determinó de forma experimental, 
evitando valores extremos de elipticidad, aunque en todos los casos se estimó una 
concentración final de 5 µM. Los buffers utilizados en la determinación de la 
estabilidad al pH fueron: Glicina 1 mM pH10, NaCl 2mM; Glicina 1 mM pH9, NaCl 
2mM; Hepes 1 mM pH8, NaCl 2mM; Hepes 1 mM pH7, NaCl 2mM; Mes 1 mM pH6, 
NaCl 2mM y NaAcO1 mM pH5, NaCl 2mM. Las muestras de proteínas fueron 
previamente dializadas en los buffers anteriormente indicados antes del ensayo. 
Para los ensayos de estabilidad térmica, se ajustó el equipo para realizar espectros 
a intervalos de 5 ºC en las condiciones indicadas más arriba. Todos los espectros 
fueron analizados utilizando el programa informático Spectra Manager (Jasco). 
 
3.5.6. Tinción y espectroscopía con rojo congo 
 La unión a rojo congo (CR) se analizó como fue descrito previamente (Oh et 
al., 2007). Mezclas de CR 10 µM y muestra (Hpa1, Hpa11-57, Hpa158-137 o Trx) 10 µM 
se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Se registraron los espectros 
de absorbancia en la región de longitudes de onda entre 400 y 700 nm para las 
mezclas, para CR solo, y para las proteínas solas. Los espectros de absorbancia se 
realizaron utilizando un espectrómetro (modelo V-630 Jasco), utilizando cubetas con 
camino óptico de 10 mm, a temperatura ambiente, con una velocidad de barrido de 
100 nm/min, un ancho de banda de 1,5 nm y una resolución de 0,1 nm. 
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3.5.7. Tinción y birrefringencia con rojo congo 
Se tomaron 10 µl de la muestra de proteína a analizar y se dejaron secar al 
aire sobre un portaobjetos para microscopía. Se agregaron 200 µl de la solución de 
tinción (80% v/v etanol, 15% p/v NaCl, 0,5% p/v CR) recientemente filtrada sobre 
muestra de proteína seca. Se dejó teñir por 5 minutos y luego se quitó el exceso de 
solución con un papel de filtro, evitando tocar la muestra. Nuevamente se dejó secar 
a temperatura ambiente. Posteriormente se colocó un cubreobjetos, se selló con 
esmalte y se observó al microscopio (modelo BH-2 Olympus) equipado con dos 
polarizadores, uno en el objetivo y otro en el ocular; desfasados 90º entre sí para la 
observación del efecto birrefringente verde-manzana característico. 
 
3.5.8. Ensayo de cinética utilizando Thio-T 
La cinética de formación de fibras amiloides utilizando tioflavina T se llevó a 
cabo como fue descrito previamente (Fernández et al., 2004). Se tomaron muestras 
de proteína recién preparada y se incubaron en distintas condiciones en viales de 
vidrio bajo agitación constante con microbarras magnéticas. Las condiciones 
analizadas fueron las indicadas en el texto. Para cada tiempo se tomaron alícuotas 
(7,5 µl) y se añadieron a 2 ml de una solución 10 µM de Thio-T preparada en buffer 
MES 50 mM, pH 6,5. Se generó el espectro de emisión de fluorescencia registrado a 
través de un espectrofluorómetro (modelo Cary Eclipse Varian) utilizando una cubeta 
de cuarzo, y excitando la mezcla a 446 nm. Dentro del espectro obtenido, se 
tomaron los valores de los picos de emisión cercano a 480 nm, los que 
posteriormente fueron normalizados utilizando el menor y el mayor valor obtenido, y 
graficados con respecto al tiempo (Fernández et al., 2004). Estas gráficas se 
ajustaron a una curva sigmoidea, obteniendo el punto de inflexión o punto medio 
(tm). 
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3.6. Técnicas de microscopía 
 
3.6.1. Microscopía de tejido de cítricos 
Las hojas de cítricos fueron infiltradas con 5 µM Hpa1 y se incubaron durante 
3 o 16 horas. Luego los tejidos se seccionaron en un micrótomo criostático, se 
tiñeron con safranina, se montaron y se examinaron utilizando un microscopio de luz 
visible (modelo CH30 LB Olympus) equipado con un micrómetro ocular que permitió 
realizar mediciones. Se analizaron un total de 30 secciones de tejido para cada 
tratamiento tomando en cuenta la anchura de la hoja de tejido, la anchura y la 
longitud de las cavidades esquizógenas, y el número de idioblastos cristalinos. Los 
resultados se analizaron mediante ANOVA simple (p<0,05). 
 
3.6.2. Microscopía para visualización de estructuras bacterianas en medio 
de cultivo 
Las cepas bacterianas que expresan GFP se cultivaron durante la noche en el 
medio indicado con los antibióticos apropiados a 28 ºC, con o sin agitación. Se 
tomaron las muestras, se las trataron como se indica en el texto en un portaobjetos y 
se visualizaron mediante microscopía confocal de barrido láser (modelo Eclipse TE-
2000-E2 Nikon). La longitud de los cúmulos bacterianos se midió usando el 
programa computacional EZ-C1 Viewer v3.90 (Nikon). Se observaron al menos 15 
campos a partir de experimentos independientes. 
 
3.6.3. Microscopía in vivo de hojas de cítricos infectadas 
Las cepas bacterianas que expresan GFP se cultivaron durante la noche en 
medio SB con los antibióticos apropiados a 28 ºC. Estos cultivos se diluyeron en 10 
mM MgCl2 hasta una concentración bacteriana de 107 UFC/ml y se infiltraron con 
jeringa en la cara abaxial de hojas de cítricos totalmente expandidas. Luego de 24 
horas de infección, se seccionaron las hojas, se montaron con 50% glicerol y se 
visualizaron mediante microscopía confocal de barrido láser (modelo Eclipse TE-
2000-E2 Nikon). La longitud de los cúmulos bacterianos se midió usando el 
programa computacional EZ-C1 Viewer v3.90 (Nikon). Se observaron al menos 15 
campos a partir de seis experimentos independientes, analizando las dimensiones 
de los cúmulos bacterianos. Los resultados se expresan como la media de estas 
longitudes con un nivel de confianza del 95%. 
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3.7. Construcción de la cepa mutante Xac∆hpa1 y su cepa complementada 
 
3.7.1. Construcción de la cepa mutante Xac∆hpa1 
La cepa mutante en el gen hpa1 de Xac se llevó a cabo por integración 
plasmídica de vector suicida. Se diseñaron oligonucleóticos cebadores basados en 
la secuencia central del gen llamados hpa1intBF y hpa1intHR (Tabla 3.4), los cuales 
adicionan sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción BamHI y HindIII, 
respectivamente. El producto amplificado fue de 323 pb. La amplificación por PCR 
se realizó utilizando ADN genómico de Xac como molde (aproximadamente 100 ng) 
en un volumen de reacción de 50 µl. De esta forma, se aisló la región central del 
gen, la que posteriormente fue clonada dentro del vector suicida pK19mobGII 
(Katzen et al., 1999) digerido, al igual que el fragmento amplificado, con las enzimas 
de restricción BamHI y HindIII, produciendo el vector pK19mobGII-hpa1. Este nuevo 
plásmido fue transferido a la cepa tipo salvaje de Xac por conjugación biparental a 
partir de la cepa movilizadora de amplio rango de hospedador E. coli S17-1 
previamente transformada con el mismo. La mutagénesis por conjugación se realizó 
como se detalla en la siguiente sección (ver Materiales y Métodos 3.8.). Las células 
de Xac mutantes en el gen hpa1 fueron seleccionadas por su resistencia al 
antibiótico Kn codificada en el vector, y se corroboró la eliminación del gen por 
ausencia de amplificación del mismo por PCR. 
 
3.7.2. Construcción de la cepa complementada Xac∆hpa1c 
La complementación de la cepa Xac∆hpa1 fue realizada amplificando por 
PCR el gen hpa1 completo usando el par de oligonucleótidos cebadores hpa1A y 
hpa1B (Tabla 3.4). La amplificación se realizó tal como se detalló anteriormente para 
la región central del gen, y el fragmento resultante fue digerido con las enzimas 
EcoRI y PstI, y clonado en el vector de amplio rango de hospedadores pBBR1MCS-
5 (Kovach et al., 1995) digerido con las mismas enzimas, dando origen al vector 
pBBR1MCS-5-hpa1. La cepa E. coli S17-1 fue transformada con este plásmido, y 
con ella se realizó la transferencia del plásmido recombinante a Xac∆hpa1 por 
conjugación (ver Materiales y Métodos 3.8.), resultando la cepa complementada 
Xac∆hpa1c. 
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3.8. Conjugación bacteriana 
Se cultivó la cepa dadora E. coli S17-1, conteniendo el vector deseado 
(pK19mobGII-hpa1 o pBBR1MCS-5-hpa1) a 37 ºC en medio líquido LB (Tabla 3.3) y 
la cepa aceptora (Xac o Xac∆hpa1, respectivamente) a 28 ºC en medio líquido SB 
(Tabla 3.3), con los antibióticos correspondientes durante toda la noche y agitación 
hasta alcanzar la saturación del cultivo. Se diluyó 1:10 la cepa dadora en medio LB 
fresco y se incubó a 37 ºC por 1 a 2 horas; por otro lado la cepa aceptora se diluyó 
1:10 en medio fresco SB y se incubó a 28 ºC durante 2 a 5 horas en agitación, hasta 
alcanzar una densidad óptica de 0,8 y 1,2 a 600 nm, respectivamente. Se 
centrifugaron los cultivos a 5000 g por 5 minutos, se lavaron las bacterias con 10 ml 
de NaCl 0,85% p/v y se centrifugaron nuevamente. Se repitió el lavado de las 
bacterias de la misma manera una vez más. Posteriormente, las células se 
resuspendieron en 1 ml de NaCl 0,85% p/v. Se colocaron 100 µl de células dadora y 
aceptora separadamente, y 100 µl de mezclas 1:1 y 7:3 de ambas sobre discos de 
nitrocelulosa estériles de 1 cm de diámetro, los que luego se colocaron en placas de 
conjugación conteniendo el medio completo sólido para el crecimiento de la cepa 
aceptora (SB-agar), en ausencia de antibióticos. Se dejó que las gotas se absorban 
en el medio, y se incubaron a 28 ºC por 24 a 36 horas. Pasado este período de 
tiempo, se removieron los discos de nitrocelulosa de la placa con una pinza estéril y 
se colocaron en tubos conteniendo 1 ml de NaCl 0,85% p/v. Mediante el uso de un 
agitador tipo vórtex, se resuspendieron las bacterias en el medio líquido y se 
plaquearon diluciones adecuadas en medio selectivo conteniendo los antibióticos 
apropiados. Las placas fueron incubadas a 28 ºC durante 24-72 horas hasta la 
observación de presencia de colonias bacterianas, las cuales posteriormente fueron 
aisladas nuevamente en medio selectivo (Brusin y Rossbach, 1994). 
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3.9. Infiltración de hojas 
 
3.9.1. Infiltración con muestras proteicas 
Se tomaron las muestras correspondientes, como proteínas, buffers o 
suspensiones control, y se infiltraron en hojas totalmente expandidas por medio del 
uso de una jeringa sin aguja sobre la cara abaxial de las mismas, en las 
concentraciones y condiciones enunciadas en el texto correspondiente. Se 
estandarizó en volumen de muestra inyectado para cada ensayo, con la intención de 
evitar diferencias en los resultados observados debido a un exceso o falta de 
tratamiento. 
 
3.9.2. Infección de hojas 
Se crecieron las cepas de Xac a 28 ºC en frascos con 10 ml de medio de 
cultivo SB con los antibióticos apropiados y en agitación durante toda la noche hasta 
alcanzar la saturación del cultivo. Los cultivos se diluyeron en forma seriada hasta 
alcanzar la concentración deseada utilizando 10 µM MgCl2. Posteriormente se utilizó 
una jeringa sin aguja para aplicar las muestras sobre la superficie abaxial de las 
plantas a tratar, previamente esterilizadas con etanol 20% v/v. El ingreso a la planta 
se produjo por aplicación de presión sobre la parte del émbolo de la jeringa. 
Finalmente, las plantas se mantuvieron en las condiciones de crecimiento requeridas 
para cada caso. Se estandarizó en volumen de muestra inyectado para cada 
ensayo, con la intención de evitar diferencias en los resultados. 
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3.10. Ensayo de priming 
 
3.10.1. Ensayo de priming en plantas de naranja 
Se infiltraron hojas de cítricos con los tratamientos a ser analizados para el 
priming, la proteína 6His-Hpa1 o Trx-6His-HrpE (a una concentración 5 µM), o la cepa 
mutante en el SST3 XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml) (Dunger et al., 2005) como 
control positivo, o buffer (Tris 50 mM pH 8) como control negativo, utilizando una 
jeringa sin aguja. Luego del tiempo indicado en el texto, se infiltró el mismo sector de 
tejido con la cepa salvaje de Xac (suspensión a 106 UFC/ml). Pasados los tiempo 
post inoculación deseados, se cuantificó la cantidad de bacterias en estas hojas 
siguiendo el protocolo indicado en Materiales y Métodos 3.11. 
 
3.10.2. Ensayo de priming en plantas de tomate y pimiento 
 El protocolo utilizado en estas especies de plantas debió ser modificado del 
utilizado en naranja, debido a la fragilidad de las hojas de las mismas. Se utilizó una 
modificación del protocolo desarrollado por Li y colaboradores (Li et al., 2013). 
Brevemente, la proteína Trx-6His-HrpE (a las concentraciones 1 y 5 µM), o la cepa 
mutante en el SST3 XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml) (Dunger et al., 2005) como 
control positivo, o el buffer (Tris 50 mM pH 8) como control negativo, se inocularon 
por spray en las hojas de estas especies de plantas, realizándose 3 dosificaciones 
de muestra dejando pasar 2 días entre cada una y, luego de los 6 días de la primer 
inoculación por spray, se infiltraron las mismas hojas con la cepa Xcv tipo salvaje 
(suspensión a 107 UFC/ml). Para el caso de pimiento, se utilizaron 3 hojas para cada 
tratamiento, en las que se infiltró Xcv en 4 zonas. En el caso de tomate, se utilizaron 
15 hojas, en las cuales se infiltró Xcv en 2 zonas. Pasados los tiempo post 
inoculación deseados, se cuantificó la cantidad de bacterias en estas hojas 
siguiendo el protocolo indicado en Materiales y Métodos 3.11. 
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3.11. Toma y procesamiento de muestras para recuento de bacterias 
Se realizó el corte de un disco de hoja con una superficie determinada (en 
general 1 cm2) mediante el empleo de un elemento cortante con forma circular. Los 
discos se disgregaron mecánicamente con la ayuda de un tip estéril, se 
resuspendieron en 100 µl de solución estéril de NaCl (0,85% p/v), se realizó una 
decantación forzada de los restos de hojas mediante centrifugado a 1000 g durante 
5 segundos. Posteriormente se realizaron las diluciones necesarias utilizando 
solución estéril de NaCl (0,85% p/v) de las que se plaquearon 20 µl sobre placas de 
Petri con medio SB-agar suplementadas con los antibióticos correspondientes. 
Finalmente se incubaron en estufa a 28 ºC por 48 horas. Pasado este lapso se 
realizó un conteo manual de las colonias crecidas en cada placa. De esta forma, las 
unidades formadoras de colonias (UFC) se expresaron por unidad de superficie 
(cm2). Los datos indicados en cada gráfico son la media de 3 muestras 
pertenecientes a 3 experimentos independientes, a menos que se indique lo 
contrario en el texto. 
 
 




3.12.1. Ensayo de muerte celular (Azul de Tripán) 
Se realizaron las infiltraciones por presión con la ayuda de una jeringa sin 
aguja de las cepas bacterianas, las muestras proteicas a evaluar, o los controles 
necesarios. La tinción se realizó calentando una solución compuesta por 10 ml de 
ácido láctico (90% v/v), 10 ml de glicerol (87% v/v), 10 ml de Azul de Tripán (10 mg 
de azul de tripán en 10 ml de agua destilada) y 10 g de fenol sólido, una vez 
alcanzada la ebullición de la solución se añadieron las hojas tratadas a teñir, y se 
incubaron durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se destiñeron las hojas en 
solución de hidrato de cloral (2,5 mg/ml), mediante agitación (agitador rotativo en 
velocidad mínima) y se lavó 4 veces con esta misma solución. Las muestras se 
conservaron en etanol 96% v/v para su posterior evaluación (Koch y Slusarenko, 
1990). 
 
3.12.2. Ensayo de producción de ROS con 3’-3’Diaminobencidina (DAB) 
A cada tiempo requerido para el ensayo, se cortaron las hojas tratadas con 
las cepas bacterianas, las muestras proteicas a evaluar, o los controles necesarios 
infiltrados por presión con la ayuda de una jeringa sin aguja. Luego se acomodaron 
colocando el pecíolo para que quede embebido en solución de DAB (1 mg/ml en 
H2O destilada, preparado a partir de solución madre 25 mg/ml en HCl 0,5 N), y se 
dejaron en la oscuridad durante toda la noche. Pasado este tiempo de incubación se 
procedió al revelado, colocando las hojas en etanol 96% v/v a 50 ºC; lavando hasta 
la desaparición de la coloración verde. Finalmente, las hojas teñidas se almacenaron 
en etanol 96% v/v para su posterior evaluación (Koch y Slusarenko, 1990). 
 
3.12.3. Tinción de calosa 
La hojas completas, o discos de hojas tratadas con las cepas bacterianas, las 
muestras proteicas a evaluar, o los controles necesarios fueron sumergidos en 
etanol 96% v/v hasta su decoloración, de acuerdo al tiempo requerido para cada 
tejido. Posteriormente, se lavaron varias veces con H2O destilada y se trataron con 1 
ml de buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 8 durante 30 minutos. Finalmente, los discos 
fueron teñidos con solución de Azul de Anilina 0,05% p/v durante 1 hora y montados 
en glicerol 10% sobre un portaobjetos. La determinación de la presencia de 
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depósitos de calosa se realizó mediante la observación por microscopía confocal de 
barrido láser (modelo Eclipse TE-2000-E2 Nikon). Los datos evaluados para el 
análisis cuantitativo de los depósitos provinieron de 3 experimentos independientes, 
de los cuales se fotografiaron al menos 15 campos representativos para cada 
tratamiento. Se cuantificó el porcentaje de pixels de color azul, tomados a partir de 
una intensidad determinada, sobre el total de pixels que conforman la imagen (Luna 
et al., 2011). Los resultados se analizaron mediante ANOVA simple (p<0,05). 
 
3.12.4. Ensayo de inducción con gen reportero GUS 
Para el ensayo de GUS, se utilizó la línea PrAtWRKY30::GUS de A. thaliana, 
la cual lleva un fragmento genómico de 1,96 kpb ubicado corriente arriba del codón 
de inicio del gen AtWRKY30 fusionado al gen reportero uidA de E. coli (Scarpeci et 
al., 2008). Hojas de PrAtWRKY30::GUS fueron infiltradas usando una jeringa sin 
aguja con 5 µM de Hpa1 o 1,3 mg/ml de celulasa Onozuka R-10 (Yakult Honsha) 
(Salinas-Mondragón et al., 1999). Luego de 5 horas de tratamiento, se recogieron las 
hojas y se lavaron en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7, 10 mM de ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) y 0,33 mg/ml ferricianuro de potasio, y luego 
transferidos a la misma solución, contiendo además 0,5 mg/ml de ácido 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-BD-glucurónico (X-Gluc; Gold Biotechnology). Las hojas se infiltraron 
al vacío durante 3 minutos, se incubaron a 37 ºC durante 24 horas y se destiñeron 
por completo en etanol 96% v/v para su posterior evaluación. 
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3.13. Ensayo de liberación de iones 
Se realizaron infiltraciones por presión en hojas de tabaco con Hpa1 a dos 
concentraciones o buffer como control, y se cortaron discos de hojas de 1,3 cm de 
diámetro incluyendo la zona infiltrada luego de 6 horas de tratamiento. Los discos se 
colocaron en 1 ml agua destilada y se incubaron por 30 minutos a temperatura 
ambiente. Luego, se midió la conductividad eléctrica. Posteriormente, los discos de 
hoja sumergidos en agua fueron incubados en un baño a 100 ºC por 20 minutos. Se 
midió la conductividad de los discos de hojas hervidos, la cual fue tomada como el 
100% del contenido de iones (Baker et al., 1991). 
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3.14. Análisis transcripcional 
 
3.14.1. Extracción de ARN de plantas con TRIzol® 
Las hojas de plantas se lavaron con H2O destilada, con etanol 75% en H2O 
destilada autoclavada, y se enjuagaron con H2O destilada autoclavada. Luego se 
secaron sobre papel y las nervaduras principales se desecharon. Se procesó el 
material utilizando un mortero y nitrógeno líquido hasta convertirlo en fino polvo y se 
colocaron aproximadamente 100 mg en un tubo plástico de 1,5 ml. Luego se 
agregaron 550-600 µl del reactivo TRIzol® (Invitrogen) evitando el descongelamiento 
de la muestra, se agitó con vigorosamente durante 10 segundos y se lo guardó a -70 
ºC hasta su uso. Para este caso, se incubó 5 minutos a temperatura ambiente y 
posteriormente se centrifugó a 14000 g a 4 ºC durante 20 minutos, y se trasvasó el 
sobrenadante (aproximadamente 500 µl) a un tubo plástico de 1,5 ml nuevo. Luego 
de agregar 200-250 µl de cloroformo, se agitó vigorosamente por 20 segundos, se 
incubó 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó 15 minutos más a 4 ºC a 
velocidad máxima para separar las fases. La fase acuosa superior (250 µl) se 
trasvasó a un tubo nuevo de 1,5 ml y se adicionó 1 volumen de isopropanol. Luego 
de incubar por 30 minutos en hielo esta mezcla, se centrifugó a 14000 g a 4 ºC 
durante 30 minutos, se lavó dos veces con 500 µl de etanol 70% v/v (en agua 
bidestilada-DEPC (dietilpirocarbonato)), resuspendiendo el pellet para un mejor 
lavado. Luego de los lavados, la muestra se secó a temperatura ambiente durante 
10 minutos y se resuspendió en 20 µl de H2O bidestilada-DEPC. La calidad de los 
ARNs se comprobó por medidas de absorbancia tomando en cuenta las relaciones 
260/280 nm y 260/230 nm utilizando un espectrómetro (modelo V-630 Jasco). Para 
la reacción de retrotranscripción se utilizó 1 µg de ARN total. 
 
3.14.2. Extracción de ARN bacteriano con TRIzol® 
El ARN bacteriano total fue aislado usando el reactivo TRIzol® siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Se preparó ARN a partir de 500 µl de cultivo en el medio 
deseado, o de diversas muestras en el caso del crecimiento epifítico. Luego de la 
preparación de ARN bacteriano, se realizó un tratamiento con ADNasaI libre de 
ARNasas (Promega) para su posterior utilización como molde en la reacción de 
retrotranscripción donde se utilizó 1 µg de ARN total. 
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3.14.3. Extracción de ARN bacteriano a partir de hojas infectadas 
Las preparaciones de ARN de bacteria obtenidos de hojas inoculadas a 
distintos tiempos post infección fueron realizadas como ha sido descrito previamente 
(Mehta y Rosato, 2003). Brevemente, las hojas de plantas fueron infiltradas con X. 
axonopodis pv. citri o X. campestris pv. vesicatoria, y luego de cada tiempo de 
infección, las mismas fueron decontaminadas con alcohol 70% v/v y se les quitaron 
las nervaduras. Luego fueron cortadas con un bisturí estéril, disgregadas con las 
ayuda de un tip, y mantenidas por 30 minutos en un tubo estéril con 10 ml de NaCl 
0,85% p/v a fin de permitir que las bacterias exuden desde la hoja al medio líquido. 
La suspensión fue separada de las hojas succionando el agua y centrifugando para 
recuperar las células bacterianas que posteriormente fueron lavadas con NaCl 
0,85% p/v y usadas para la extracción de ARN con el reactivo TRIzol® siguiendo el 
protocolo sugerido por el fabricante comentado anteriormente. Luego de la 
preparación de ARN bacteriano, se realizó un tratamiento con ADNasaI libre de 
ARNasas (Promega) para su posterior utilización como molde en la reacción de 
retrotranscripción donde se utilizó 1 µg de ARN total. 
 
3.14.4. Reacción de retrotranscripción 
La síntesis de las moléculas de ADNc se realizó a partir de 1 µg de ARN total 
usando la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) y el oligonucleótido dN6 
para el caso de ARN bacteriano, y dT22 para el caso de ARN vegetal. Las 
condiciones de reacción fueron: 2 minutos a 72 ºC, 1 hora a 42 ºC terminando con 5 
minutos a 94 ºC. 
 
3.14.5. Cuantificación por RT-PCR 
Las condiciones de amplificación para los genes analizados, hpa1 y 16S, 
fueron: 2 minutos a 94 ºC, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 40 segundos a 
58 ºC y 30 segundos a 72 ºC, y una extensión final de 10 minutos a 72 ºC. Los 
productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1,3% p/v, sembrando 
una volumen igual para cada uno. Los pares de oligonucleótidos utilizados (Tabla 
3.4) fueron: 
hpa1  hpa1intBF y hpa1intHR 
16S  16SUp y 16SDown 
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3.14.6. Cuantificación por qRT-PCR 
Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo con 5 µl de ADNc (0,01 µg/µl) 
como molde, 0,5 U de ADN Polimerasa Taq Platinum (Invitrogen), buffer de reacción 
1X, dNTPs 0,2 mM y 20 pmol de cada oligonucleótido cebador en un termociclador 
(modelo Mastercycler ep realplex Eppendorf) utilizando SYBR Green I (Roche) para 
monitorear la síntesis de la doble hebra de ADN. Las condiciones de qRT-PCR 
fueron 1 minuto a 95 ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 ºC, 30 segundos 
a 55 ºC y 40 segundos a 72 ºC. Posterior a la amplificación se corrió un análisis para 
determinar amplificación de sólo un fragmento de ADN. Los valores se normalizaron 
en base a la referencia interna (Ctr, gen housekeeping) de acuerdo a la ecuación 
∆Ct=Ct-Ctr, y se cuantificaron como 2-∆Ct. Una segunda normalización con respecto a 
la condición o situación control (Ctc, día cero de infiltración o infiltración con buffer), 
∆∆Ct=Ct-Ctc, produce una cuantificación relativa: 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 2001). 
Los resultados fueron analizados por análisis de la variancia de simple entrada 
(ANOVA). Los pares de oligosnucleótidos utilizados (Tabla 3.4) fueron: 
hpa1  hpa1intBF y hpa1intHR 
16S  16SUp y 16Sdown 
Tubulina tubUp y tubDown 
AtMAPK3 AtMAPK3Up y AtMAPK3Down 
AtMKK4 AtMKK4Up y AtMKK4Down 
AtWRKY30 AtWRKY30Up y AtWRKY30Down 
Actina  ActinaUp y ActinaDown 
CsMAPK3 CsMAPK3Up y CsMAPK3Down 
CsMKK4 CsMKK4Up y CsMKK4Down 
CsWRKY30 CsWRKY30Up y CsWRKY30Up 
CsGST CsGSTL y CsMSODF 
CsMSOD CsGSTR y CsMSODR 
CsPrxA CsPrxAF y CsPrxAR 
CsPR1 CsPR1R y CsPR1L 
CsPR4 CsPR4L y CsPR4R 
CsHMGR CsHMGRR y CsHMGRL 
CsPAL CsPALR y CsPALL 
SlRpl2 SlRpl2F y SlRpl2R 
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SlLrr22 SlLrr22F y SlLrr22R 
SlPti5  SlPti5F y SlPti5R 
SlGras2 SlGras2F y SlGras2R 
SlWrky28 SlWRKY28F y SlWRKY28R 
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3.15. Ensayo de dos híbridos en levaduras 
 
3.15.1. Medios de cultivo para cepas de levaduras 
Las distintas cepas PJ694-a de Saccharomyces cerevisae sin o con vectores 
se crecieron a 30 ºC en medio YAPD (1% extracto de levadura, 2% de peptona de 
carne, 2% glucosa y 0,008% adenina) o en medio Sc (0,66% base nitrogenada sin 
aminoácidos, 2% glucosa, 0,008% adenina y 0,8% mezcla de aminoácidos, pH=5,6). 
Cuando se necesitó, el medio Sc fue preparado sin uno o más aminoácidos 
específicos o base nitrogenada: -His o -H (histidina), -Trp o -W (triptófano), -Leu o -L 
(leucina), -Ade o -A (adenina). Cuando se creció sobre medio sólido se adicionó agar 
1,6%. El uso de 3-amino-1,2,4-triazol (3AT) se indica en cada caso a la 
concentración indicada, partiendo de una solución 1 M en H2O estéril. 
 
3.15.2. Clonado de genes y análisis de dos híbridos en levaduras 
Se clonaron los genes completos hrpE y hpa1, y los fragmentos hpa11-32, 
hpa11-57, hpa133-105, hpa158-137 y hpa1106-137. en el vector replicativo en levaduras 
pOBD (Figura 3.1), generándose los vectores pOBD-hrpE, pOBD-hpa1, pOBD-
hpa11-32, pOBD-hpa11-57, pOBD-hpa133-105, pOBD-hpa158-137 y pOBD-hpa1106-137, 
respectivamente. Los fragmentos génicos se amplificaron por PCR utilizando los 
oligonucleótidos detallados a continuación, para cada caso (Tabla 3.4): 
hrpE  hrpEpOXD-L y hrpEpOXD-R 
hpa1  hpa1pOXD-L y hpa1A 
hpa11-32 hpa1pOXD-L y hpa1_32pOXD-R  
hpa11-57 hpa1pOXD-L y hpa1_57pOXD-R 
hpa133-105 hpa1_33pOXD-L y hpa1_105pOXD-R 
hpa158-137 hpa1_58pOXD-L y hpa1A 
hpa1106-137 hpa1_106pOXD-L y hpa1A 
 
Se utilizaron las enzimas de restricción NcoI y PstI tanto en el vector pOBD 
como en todos los casos de fragmentos. 
 
3.15.3. Primer transformación de levaduras 
La primer transformación de la cepa PJ69-4a de levaduras Saccharomyces 
cerevisiae se llevó a cabo con estos vectores; para lo cual se utilizó un protocolo 
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rápido utilizando acetato de litio y PEG3350, y selección sobre placas con Sc-W por 
4 días a 30 ºC (Gietz et al., 1998). 
 
3.15.4. Prueba de autoactivación 
Para determinar las cantidades de 3AT (Sigma) a ser usado para cada 
proteína a evaluar, se plaquearon aproximadamente 1000 células de levadura 
conteniendo sólo el vector pOBD con el gen a chequear (pOBD-hrpE, pOBD-hpa1, 
pOBD-hpa11-32, pOBD-hpa11-57, pOBD-hpa133-105, pOBD-hpa158-137 y pOBD-hpa1106-
137) sobre medio Sc-WH conteniendo 0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 115, 130, 150 o 
200 mM 3AT, incubándose luego a 30 ºC por 5 días. La prueba de autoactivación 
consiste en determinar la concentración a partir de la cual deja de haber crecimiento 
de levaduras. Los valores determinados para cada construcción están detallados en 
la tabla correspondiente (Tabla 7.1). 
 
3.15.5. Segunda transformación de levaduras 
Para realizar el ensayo de interacción con proteínas de Citrus sinensis, se 
transformaron las levaduras conteniendo los vectores pOBD correspondientes con la 
biblioteca de ADNc de plantas de naranja clonada en el vector pOAD (Figura 3.2) 
realizada en el laboratorio del Profesor Chuck Shaker Farah, para lo cual se utilizó 
un protocolo de alta eficiencia de transformación escalado a 30X como ha sido 
descrito (Gietz y Woods, 2002), empleando 60 µg de ADN plasmídico. Luego, se 
plaquearon 5 ml de mezcla de transformación conteniendo las cepas de levaduras 
sobre 10 placas (150 x 15 mm) para cada caso a evaluar conteniendo el medio Sc-
WHL suplementadas con X mM 3AT (siendo X la concentración determinada en la 
prueba de autoactivación para cada caso) y se incubaron por 14 días a 30 ºC. Esta 
técnica produjo en promedio 1 x 105 levaduras transformantes sobre placas con Sc-
WL (Gietz y Woods, 2002). 
 
3.15.6. Selección de colonias, extracción de ADN y secuenciación 
Posteriormente, se repicaron las colonias obtenidas en placas con medio Sc-
WHLA. Las colonias resultantes fueron nuevamente repicadas y se preparó ADN 
plasmídico desde estas levaduras utilizando un método modificado para placas de 
96 pocillos (Alegria et al., 2004). A continuación, estos plásmidos fueron 
transformados por electroporación en la cepa KC8 de E. coli, a partir de las que se 
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preparó ADN plasmídico que luego fue utilizado como molde para realizar una 
reacción de PCR mediante el sistema Big Dye (Applied Biosystems) y posterior 















Figura 3.1. Mapa del vector pOBD-2. GAL4-DBD, corresponde al dominio de unión (DB) de GAL4; bla, resistencia a 
antibióticos β-lactámicos; TRP1, auxotrofía sobre triptofano; CEN4, centrómero que permite una eficiente segregación. 
















Figura 3.2. Mapa del vector pOAD. GAL4-DBD, corresponde al dominio de activación (AD) de GAL4; bla, resistencia a 
antibióticos β-lactámicos; LEU2, auxotrofía sobre leucina; CEN4, centrómero que permite una eficiente segregación  
Tomado de Uetz et al., 2000; http://depts.washington.edu/sfields/protocols/. 
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3.16. Producción de anticuerpos policlonales 
Los anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de Western blot se 
obtuvieron en conejos. Primeramente, los sueros pre-inmunes provenientes del 
animal elegido fueron probados en ensayos contra las proteínas deseadas y 
extractos de E. coli, buscando aquellos donde no preexistan reconocimiento de 
epitopes. Posteriormente se realizaron dos inoculaciones utilizando los 
coadyuvantes correspondientes. Luego del período necesario, se extrajeron diversos 
volúmenes de sangre del animal inoculado, se centrífugo 5 minutos a 5000 g, y se 
separó el suero, el cual se guardo a -20 ºC o -70 ºC previamente alicuotado. Para los 
ensayos de Western blot, se analizó primeramente el título del cada suero 
analizando distintas diluciones del mismo frente a una cantidad constante de 
proteína. 
Para la purificación de los anticuerpos realizada para el caso de anti-HrpE, se 
procedió a correr en un gel de SDS-PAGE preparativo la proteína HrpE. 
Posteriormente, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (ver Materiales y 
Métodos 3.5.2.), la cual se tiño con el colorante rojo Ponceau para determinar la 
ubicación de la misma. Se cortó la zona en un tira, y luego en trozos más pequeños, 
los que se incubaron en buffer PBS-leche por 1 hora a temperatura ambiente. Luego 
se lavaron 3 veces con buffer PBS por 10 minutos cada vez, para después 
incubarlos con el suero a purificar durante 1 hora (500 µl de suero para cada trozo). 
Pasada esta incubación, se lavaron nuevamente los trozos de membrana con buffer 
PBS. Los anticuerpos unidos a la proteína transferida a la membrana se liberaron 
utilizando un solución de bajo pH. Se incubaron los trozos por 1 minuto con una 
solución de Glicina 100 mM pH 2,7 y NaCl 100 mM (500 µl). Para evitar la 
precipitación proteica, inmediatamente a la extracción de este volumen se le 
agregaron 50 µl de buffer Tris-HCl 1 M pH 8. Este proceso se repitió 3 veces para 
cada trozo de membrana. Para aumentar la estabilidad de los anticuerpos 
purificados, se agregó a la extracción final BSA 1 mg/ml. Posteriormente, se 
alicuotaron las extracciones de suero purificado y se guardaron a -20 ºC o -70 ºC. 
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3.17. Ensayo de secreción a través del SST3 
 Para lograr determinar si Hpa1 es secretada por el SST3 de Xac, se analizó 
la presencia de esta proteína en el sobrenadante de cultivo de diversas cepas de 
Xac a través de Western blot. Como controles, y para determinar si la secreción es 
dependiente del SST3, se utilizaron la cepa mutante Xac∆hpa1, y la cepa mutante 
en el SST3 XachrpB-, respectivamente. Esta última es incapaz de formar un SST3 
funcional (Dunger et al., 2005), y por lo tanto secretar factores a través del mismo. 
Los sobrenadantes de cultivo se obtuvieron como fue descrito previamente por 
Büttner y colaboradores (Büttner et al., 2002) y el ensayo de Western blot se realizó 
utilizando anticuerpos específicos contra 6His-Hpa1 desarrollados en este trabajo de 
tesis (ver Materiales y Métodos 3.16.). Brevemente, las bacterias se crecieron en el 
medio MA suplementado con los antibióticos correspondientes durante toda la noche 
a 28 ºC, y se diluyeron a una concentración de 108 UFC/ml en el mismo medio pero 
acidificado a pH 5,4 con la adición de HCl y conteniendo100 µg/ml de BSA y 
colocaron nuevamente a 28 ºC por 5 a 6 horas. Posteriormente, se centrifugaron 0,5 
ml de cultivos totales (10000 g durante 10 minutos a 4 ºC) y se resuspendieron en el 
50 µl de buffer Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM. El resto del volumen de cultivo 
(aproximadamente 50 ml) se precipitó con ácido tricloroacético 10% v/v y deoxicolato 
de sodio 1% p/v durante toda la noche a 4 ºC. Los pellets se centrifugaron a 21000 g 
por 1 hora, se lavaron con acetona fría, y se resuspendieron en 500 µl de buffer Tris 
50 mM pH 8, NaCl 150 mM. Las muestras se separaron por SDS-PAGE (ver 
Materiales y Métodos 3.5.1.) y se transfirieron a nitrocelulosa y se realizó el ensayo 
de Western blot correspondiente (ver Materiales y Métodos 3.5.2.). 
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3.18. Análisis de datos 
 Los programas computacionales utilizados en el presente trabajo se listan a 
continuación, y fueron manipulados en base a lo aconsejado en sus respectivos 
tutoriales para una mejor obtención de resultados. En los casos de los programas 
que funcionan en línea, se detalla además su dirección de internet. 
• ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/) 
• PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) 
• Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) 
• ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) 
• ProtScale (http://web.expasy.org/protscale/) 
• BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 
Las imágenes de los geles de agarosa, poliacrilamida y las membranas de 
transferencia se procesaron con los programas Adobe Photoshop CS2 v9.0 (Adobe 
System Incorporated) y Corel DRAW X4 v14.0 (Corel Corporation). 
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4. Caracterización funcional de la proteína Hpa1 
 
4.1. Análisis, clonado y expresión de la proteína Hpa1 de Xac 
La proteína Hpa1 de Xac es altamente similar a HpaG de X. axonopodis pv. 
glycines (Xag) y Hpa1 de X. oryzae pv. oryzae (Xoo), ya que tiene un 92% y 69% de 
identidad, respectivamente (Figura 4.1). Ambas proteínas harpin elicitan una 
respuesta de tipo HR cuando son infiltradas en hojas de tabaco y otras plantas no 





Figura 4.1. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de Hpa1 de Xac y otras proteínas harpin pertenecientes a otras 
especies de fitopatógenos; Hpa1 de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xooc); Hpa1 de Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo); Hpa1 de Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo (Xacm); HpaG de Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag); y XopA 
de Xanthomonas campenstris pv. vesicatoria (Xcv). En letras rojas se muestran los residuos idénticos en todas las especies 
analizadas. Se puede observar una alta conservación de residuos en la región amino terminal, en la secuencia 
QGISEKQLDQLL. Por otro lado, se logra ver también que los residuos de glutamina (Q) son conservados relativamente entre 
las proteínas harpin de estas especies. Encerrado en los rectángulos verdes se muestran las regiones ricas en residuos de 
glicina (G), existiendo dos regiones diferentes, una menos conservada que la otra. 
 
Con el fin de analizar el rol de la proteína Hpa1 de Xac en la patogenicidad de 
esta bacteria y profundizar en la respuesta que esta proteína puede generar en 
distintas especies de plantas, se decidió clonar el gen hpa1, y expresar y purificar la 
proteína en forma recombinante en E. coli. Para ello, previamente se amplificó el gen 
hpa1 por PCR a partir de una preparación de ADN genómico de Xac (ver Materiales 
y Métodos 3.3.2.) utilizando oligonucleótidos cebadores específicos (Tabla 3.4), 
diseñados a partir de la secuencia del genoma disponible de Xac (da Silva et al., 
2002). Posteriormente el producto de amplificación obtenido se clonó entre los sitios 
de restricción NdeI y HindIII del vector de expresión pET28a (ver Materiales y 
Métodos 3.4.1.), dando el vector pET28a-hpa1, al cual se le verificó el correcto 
marco de lectura del gen insertado por secuenciación. El vector construido permite 
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expresar la proteína de fusión con una cola de residuos de histidina colocada en el 
extremo amino terminal, 6His-Hpa1, y permite la purificación de la misma por 
cromatografía de afinidad, utilizando columnas que poseen cationes divalentes, 
como Ni2+. Este vector fue introducido en la cepa de E. coli BL21 pLysS por 
transformación química. Una vez inducida la expresión utilizando el inductor IPTG en 
las condiciones óptimas de temperatura y tiempo de inducción, se procedió a la 
purificación de la proteína recombinante mediante el uso de una columna de afinidad 
de Ni-NTA Agarosa (ver Materiales y Métodos 3.4.2. y 3.4.3.). De esta forma, se 
obtuvo la proteína Hpa1 fusionada a una pequeña cola de residuos de histidina en la 











Figura 4.2. Gel de SDS-PAGE al 16% mostrando los pasos de la purificación de 6His-Hpa1 de Xac. Calle 1: Pellet; Calle 2: 
Sobrenadante; Calle 3: Fracción no unida a resina; Calles 4 y 5: Lavados; Calles 6 a 12: Eluídos; Calle 13: Marcador de peso 
molecular. 
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4.2. Caracterización de la respuesta hacia Hpa1 de Xac en plantas no 
hospedadoras y hospedadoras 
 
4.2.1. Análisis de los fenotipos en plantas no hospedadoras y 
hospedadoras en respuesta a Hpa1 de Xac 
Con la proteína Hpa1 purificada (6His-Hpa1) se realizaron ensayos infiltrando 
hojas de diversas plantas no hospedadoras (ver Materiales y Métodos 3.9.1.) con la 
intención de caracterizar el efecto que produce Hpa1 en cada una de ellas. Así, se 
procedió a infiltrar la proteína pura a distintas concentraciones (desde 0,5 PM hasta 
25 PM) en hojas de plantas no hospedadoras como pimiento, tabaco y algodón. En 
este ensayo se observaron las lesiones típicas de HR en pimiento y tabaco a partir 
de 1 PM y 2,5 PM, respectivamente. Llamativamente, en hojas de plantas de algodón 
no se logró observar ningún efecto, aún en las concentraciones más altas de 
proteína (Figura 4.3). 
A fin de evidenciar si estas lesiones de HR son producidas específicamente 
por Hpa1, se realizaron diversos controles utilizando distintas concentraciones de 
proteínas no patogénicas ampliamente utilizadas (Trx-6His y BSA), como así también 
infiltraciones del buffer utilizado para resuspender las proteínas (Figura 4.3). Esto 
permitió determinar y aseverar que el efecto observado con 6His-Hpa1 es específico 
de esta proteína harpin. La falta de aparición de HR en el ensayo realizado con 
hojas de algodón se puede fundamentar en el hecho de que la inducción de esta 
respuesta depende de la interacción harpin-planta; resultados previos han revelado 
que las diferentes proteínas harpin pueden inducir diversas reacciones en el tejido 
vegetal. Este es el caso de HpaG de Xag, Hpa1 de Xoo, XopA de Xcv, y HrpN de E. 
amylovora, que causan diferentes reacciones en hojas de tabaco, las cuales van 
desde la ausencia de reacción en el caso de XopA a una marcada HR causada por 
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Figura 4.3. (A) Hpa1 desarrolla HR en hojas de tabaco. La hoja de tabaco se infiltró con 6His-Hpa1 en las concentraciones 
indicadas (en PM) utilizando como buffer Tris 50 mM pH 8. Como controles se utilizaron dos proteínas no relacionadas con la 
patogenicidad, Tiorredoxina-6His (Trx-6His) y Albúmina Sérica Bovina (BSA). Otro control realizado, incluyó el uso del buffer en 
el que se solubilizaron las proteínas, Tris 50 mM pH 8 (Buffer). (B) Hpa1 desarrolla HR en pimiento en las concentraciones 
indicadas (en PM), el control realizado es el mismo que en el caso de tabaco (Buffer). (C) Hpa1 no causa HR en hojas de 
algodón en las concentraciones detalladas (en PM), el control realizado es el mismo que en los casos anteriores (Buffer). Las 
fotografías fueron tomadas 1 día después de la inoculación. Las barras indican 1 cm en cada caso. 
 
La proteína homóloga a Hpa1 de Xac, HpaG de Xag, no desarrolla HR 
cuando es enfrentada a especies de plantas no hospedadoras como tomate, col, y 
diversos ecotipos de A. thaliana, como Col-0 (Columbia 0) y Ler (Landsberg erecta), 
indicando nuevamente un grado de selectividad (Kim et al., 2003). Otros ecotipos 
caracterizados de A. thaliana y comúnmente utilizados son Ws (Wassilewskija), 
Nossen, C24, y Cvi (Cape Verde Island) (Alconada Magliano et al., 2005). Para 
determinar la selectividad de Hpa1 de Xac, se continuó analizando la respuesta a 
esta proteína de diversos ecotipos de A. thaliana. Así, se infiltraron hojas de A. 
thaliana de los siguientes ecotipos: Col-0, Ler, Ws, Nossen y C24 con 6His-Hpa1 a 
una concentración 5 PM (ver Materiales y Métodos 3.9.1.), y en todos los casos se 
visualizó el desarrollo de HR (Figura 4.4). Sin embargo, cuando el ensayo se realizó 
utilizando concentraciones más bajas de proteína, en todos los casos no se observó 

















Figura 4.4. Hpa1 a una concentración 5 PM induce HR en diferentes cultivares de A. thaliana. La proteína se infiltró en las 
mitades derecha de las hojas (+). Como control se utilizó buffer Tris 50 mM pH 8 en las mitades izquierda de cada hoja (-). Las 
fotografías fueron tomadas 1 días post infiltración. La barra indica 1 cm. 
 
Tal como se comentó anteriormente, en general las proteínas harpin poseen 
una actividad inductora de HR en plantas no hospedadoras que es termoestable 
(Alfano y Collmer, 1997). Con el objetivo de corroborar esta característica en Hpa1 
de Xac, se procedió a la infiltración de hojas de tabaco y pimiento con 6His-Hpa1 
purificada y posteriormente calentada a 90 ºC por 3 minutos. Una vez a temperatura 
ambiente, la proteína se infiltró de la misma manera que en los ensayos respectivos 
previos (ver Materiales y Métodos 3.9.1.). En este caso, la concentración de proteína 
fue 5 PM, ya que es una concentración en la cual previamente se observó el 
desarrollo de HR en estas especies de plantas. Tal como se ha observado y 
determinado para otras proteínas harpin, Hpa1 de Xac también posee una actividad 












Figura 4.5. Hpa1 posee actividad inductora de HR en plantas no hospedadoras termoestable. 
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Una vez analizadas todas estas diversas especies de plantas no 
hospedadoras, se decidió evaluar si Hpa1 también podría inducir HR en hojas de 
plantas hospedadoras. Así, 6His-Hpa1 pura se infiltró en hojas de cítricos (ver 
Materiales y Métodos 3.9.1.) a distintas concentraciones (desde 1 PM a 25 PM), no 
observándose ninguna reacción (Figura 4.6), incluso a la concentración más alta de 
proteína. Este resultado indicó que en plantas de cítricos Hpa1 no está involucrada 















Figura 4.6. Análisis del efecto de Hpa1 en hojas de cítricos. Se infiltraron hojas de naranja (Citrus sinensis) con 6His-Hpa1 a las 
concentraciones indicadas (en PM) en Tris 50 mM pH 8. Como control se utilizó Tris 50 mM pH 8 (Buffer). No se observa 
ningún efecto visual en las hojas, aún luego de 21 días y usando 25 PM de proteína. La barra indica 1 cm. 
 
4.2.2. Análisis de muerte celular y de la producción de peróxido de 
hidrógeno en plantas no hospedadoras 
El objetivo de la HR es generar una barrera física, compuesta por células 
muertas de la planta, que limite la disponibilidad de nutrientes al patógeno, 
restringiendo de esta forma su diseminación, lo que puede ser acompañado por una 
explosión oxidativa como respuesta de defensa (Thordal-Christensen et al., 1997). 
Con el objetivo de caracterizar el desarrollo de HR en plantas no hospedadoras, se 
realizaron diversas pruebas bioquímicas, como la tinción con los colorantes Azul de 
Tripán o DAB. 
El Azul de Tripán es un colorante que tiñe células y tejidos muertos. Su 
reactividad está basada en las características del cromóforo, el cual está 
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negativamente cargado y no tiñe células con membranas celulares intactas, ya que 
la selectividad de estas por los compuestos no permite el ingreso del colorante en 
células vivas (Koch y Slusarenko, 1990). Otro marcador de HR es la acumulación de 
peróxido de hidrógeno (H2O2) producido por la activación de genes de respuesta de 
defensa. La explosión oxidativa es una de las respuestas más tempranas que 
ocurren contra la infección por patógeno y generalmente está asociada con la HR 
(Lamb y Dixon, 1997). Entre las principales ROS producidas se encuentran el 
peróxido de hidrógeno y el ión superóxido, que poseen actividades antimicrobianas 
directas y además están implicados en la muerte celular mediando como segundos 
mensajeros (Venisse et al., 2001; Gechev y Hille 2005). Estas especies pueden ser 
localizadas en los tejidos utilizando el colorante 3,3´-Diaminobencidina (DAB), un 
reactivo histoquímico que se observa con una coloración marrón al producirse la 
oxidación del mismo debido a las peroxidasas endógenas activas en el sitio de 
inoculación. Así, se realizaron infiltraciones en hojas de plantas de tabaco utilizando 
6His-Hpa1 (a 5 PM), Xac salvaje (suspensión a 108 UFC/ml) como control positivo, o 
buffer como control negativo, y se realizaron las respectivas tinciones de las hojas 
con los colorantes Azul de Tripán y DAB (ver Materiales y Métodos 3.12.1. y 3.12.2.). 
Los resultados indicaron que Hpa1 genera en tabaco una HR caracterizada por 
muerte celular y producción de ROS, de la misma forma que lo hace Xac salvaje, 



























Figura 4.7. Caracterización de la HR provocada por Hpa1 en hojas de tabaco utilizando ensayos de tinción con Azul de Tripán 
y 3,3'-Diaminobencidina (DAB). La proteína 6His-Hpa1 se infiltró a una concentración 5 PM (Hpa1). Como control positivo se 
infiltró Xac tipo salvaje a 108 UFC/ml (Xac), y como control negativo se utilizó buffer Tris 50 mM pH 8 (Ctrol). La barra 
representa 1 cm. 
 
 4.2.3. Análisis de liberación de iones en plantas no hospedadoras 
La liberación de iones también se correlaciona con la HR y la muerte celular 
(Koch y Slusarenko, 1990; Zhang et al., 2004). El daño a las membranas celulares 
está relacionado con la respuesta a una amplia variedad de estreses, entre los que 
se incluye al estrés biótico. La permeabilidad de la membrana es alterada 
produciendo la liberación de electrolitos por las células de los tejidos infectados por 
patógenos, como resultado de la muerte celular (Zhang et al., 2004). La liberación de 
electrolitos puede ser determinada por conductividad. Esta medida es un indicador 
sensible y seguro de la severidad del daño a los tejidos de la planta como 
consecuencia de la interacción con un patógeno (Baker et al., 1991). Por lo tanto, a 
continuación se realizó un ensayo de liberación de iones (ver Materiales y Métodos 
3.13.) para complementar la caracterización de la respuesta de plantas no 
hospedadoras a Hpa1, utilizando tabaco como modelo. Se infiltraron hojas de tabaco 
con Hpa1 a dos concentraciones (5 PM y 25 PM), y como control se infiltró buffer Tris 
50 mM pH 8. Así, luego de 6 horas de tratamiento se observó una diferencia 
significativa entre los tratamientos con Hpa1 con respecto al control, observándose 
un mayor porcentaje de iones liberados (Figura 4.8). Este ensayo también indicó que 
la infiltración con una concentración mayor de proteína, como 25 PM, no genera un 
aumento significativo de liberación de iones con respecto a la proteína infiltrada a 
una concentración menor, 5 PM. De esta forma, se corroboró que la proteína harpin 
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produce muerte celular en el tejido de hojas de tabaco, aumentando el nivel de iones 














Figura 4.8. Ensayo de liberación de iones en plantas de tabaco en respuesta a Hpa1. Se infiltró la proteína a dos 
concentraciones diferentes y se analizó el porcentaje de iones liberados en cada caso. Como control se infiltró el tejido con 
buffer Tris 50 mM pH 8. Los valores representan las medias de tres experimentos independientes para cada concentración, 
relativos al tratamiento con buffer a 6 horas post infiltración. Las barras de error indican las desviaciones estándar. 
 
 4.2.4. Análisis de la deposición de calosa 
La deposición de calosa es otro marcador de la inmunidad disparada en 
plantas infectadas (Nguyen et al., 2010). La calosa juega un papel importante 
durante una variedad de procesos, como el desarrollo de la planta y en respuesta a 
múltiples estreses tanto bióticos como abióticos (Chen y Kim, 2009). Por lo tanto, se 
analizó la deposición de este polisacárido en hojas de A. thaliana y hojas de cítricos 
tratadas con Hpa1 a una concentración 5 PM, o buffer Tris 50 mM pH 8, por 5 horas 
(ver Materiales y Métodos 3.12.3.). A diferencia de las infiltraciones con buffer 
(utilizado como control), los tejidos tratados con proteína indicaron que Hpa1 induce 
significativamente una mayor deposición de calosa en hojas de cítricos, aunque la 
misma es menos intensa que la inducida en hojas de A. thaliana (Figura 4.9 A). 
Además, se cuantificaron los depósitos de calosa midiendo la fluorescencia en los 
tratamientos realizados. Para ello, se tomaron al menos 30 fotos de diferentes 
campos dentro de la zona analizada, y se cuantificó el porcentaje de pixels de color 
azul, tomados a partir de una intensidad determinada, sobre el total de pixels que 
conforman la foto (Luna et al., 2011). La intensidad de fluorescencia utilizada fue la 
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obtenida como promedio de la encontrada en los controles negativos para cada 
caso. De esta forma, se pudo graficar cuánto mayor fue la deposición de calosa en 
los distintos tratamientos, con respecto a los respectivos controles negativos (Figura 
4.9 B). Este ensayo indicó que Hpa1 fue capaz de inducir una respuesta inmune 





Figura 4.9. (A) Coloración por Azul de Anilina de la deposición de calosa en hojas de A. thaliana y hojas de cítricos (Naranja) 
infiltradas con buffer o Hpa1, observado con luz visible y UV en microscopía. Se muestran las imágenes obtenidas incidiendo 
cada tipo de luz, y la imagen obtenida al solapar las anteriores, para cada tratamiento y especie. (B) Las intensidades relativas 
de calosa se cuantificaron como se describe en el texto. Los valores representan las medias estandarizadas a la intensidad de 
calosa en hojas tratadas con buffer (-Hpa1). Las barras de error indican las desviaciones estándar en el caso del tratamiento 
control, y el error propagado en el caso del tratamiento con Hpa1. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes. La barra representa 20 Pm. 
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4.3. Análisis de la expresión transcripcional de genes de defensa en respuesta 
a Hpa1 
 
 4.3.1. Análisis de expresión de genes a través de qRT-PCR 
Como se comentó anteriormente, la HR es caracterizada por un aumento en 
la expresión de distintos genes de defensa de la planta (Datta y Muthukrishnan, 
1991; Boller y Félix, 2009; Asai et al., 2002), por lo que se decidió realizar un análisis 
sobre el papel de Hpa1 como proteína inductora de la respuesta de defensa basal. 
Para ello, se evaluó si Hpa1 es capaz de desencadenar los eventos tempranos que 
se producen durante la respuesta inmune basal en plantas, tales como la inducción 
de la cascada de MAP Quinasas que conducen a la activación de factores de 
transcripción de tipo WRKY, y la expresión de genes asociados a la defensa (Boller 
y Félix, 2009). Debido a que en A. thaliana Col-0 se conocen los genes inducidos 
durante las respuesta de defensa, se decidió utilizar esta especie como modelo de 
planta no hospedadora, y Citrus sinensis como modelo de planta hospedadora. En 
primer lugar hojas de estas plantas se infiltraron con Hpa1 a una concentración 5 PM 
y, luego de 5 horas, se extrajo el ARN total (ver Materiales y Métodos 3.14.1. y 
3.14.4.) del tejido vegetal tratado con proteína, o buffer como control (Tris 50 mM pH 
8), para el posterior análisis utilizando qRT-PCR (ver Materiales y Métodos 3.14.6.). 
Los genes analizados fueron MAPK3 y MKK4 (MAPK Quinasa 4), los que se han 
determinado componentes de la cascada de quinasas de la respuesta basal de 
plantas (Asai et al., 2002), y el factor de transcripción WRKY30, el cual es inducido 
por estrés oxidativo y por elicitores patogénicos fúngicos (Scarpeci et al., 2008; Asai 
et al., 2002). Los resultados indicaron que la expresión de MAPK3, MKK4 y 
WRKY30 fue inducida por la proteína harpin en A. thaliana (Figura 4.10). Sin 
embargo, el tratamiento con Hpa1 en hojas de cítricos no mostró diferencias 
significativas en la expresión de los genes MAPK3 y WRKY30 en comparación con 
la infiltración control, pero MKK4 mantuvo el nivel de inducción observado para A. 
thaliana (Figura 4.10). Como controles internos de expresión constitutiva y 
normalización se amplificaron 200 pb de los genes AtTub y CsAct, que codifican 
para la proteína Tubulina de A. thaliana y para la proteína Actina de C. sinensis, 
ambos ampliamente utilizado para tal fin. 
 
 











Figura 4.10. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) de los genes implicados en la 
señalización de la defensa. El ARN total extraído de las hojas infiltradas con Buffer o Hpa1 se analizó por qRT-PCR. Las barras 
negras indican los niveles de expresión de los genes en las hojas tratadas con Hpa1, en relación con los valores obtenidos en 
la hojas infiltradas con Buffer (barras blancas). Los valores se expresan como veces de inducción, normalizando los valores a 
un gen housekeeping, y posteriormente relativizando a la condición control (infiltración con Buffer). Los valores representan las 
medias de cuatro experimentos independientes. Las barras de error indican las desviaciones estándar. 
 
4.3.2. Análisis de expresión de genes a través de ensayos bioquímicos in 
planta 
Para obtener una mayor comprensión sobre la señalización desencadenada 
por Hpa1, y debido al notable aumento de la expresión de WRKY30 en A. thaliana, 
se realizaron experimentos utilizando una línea de esta especie que lleva el gen 
reportero de la enzima E-glucuronidasa (GUS) fusionado (corriente abajo) a la región 
promotora del factor transcripcional WRKY30 (Scarpeci et al., 2008). Primeramente 
se corroboró el desarrollo de HR infiltrando A. thaliana PrAtWRKY30::GUS (Scarpeci 
et al., 2008) con 6His-Hpa1 a una concentración 5 PM, hecho que se observó luego 
de 16 horas de infiltración (Figura 4.11). Luego, para detectar el efecto de Hpa1 en 
la expresión de WRKY30, se ensayó la actividad reportera GUS (ver Materiales y 
Métodos 3.12.4.) en hojas de esta línea de A. thaliana luego de 5 horas de 
infiltración con 6His-Hpa1. Los resultados indicaron que WRKY30 fue inducido en el 
tratamiento con la proteína Hpa1 de una manera similar al tratamiento con una 


















Figura 4.11. Hpa1 induce la expresión del factor de transcripción WRKY30, análisis por ensayo bioquímico. Se utilizó la línea 
Arabidopsis thaliana PrAtWRKY30::GUS para analizar la expresión WRKY30 luego de 5 horas de tratamiento con Hpa1, o 
elicitores fúngicos [C (+)] como control positivo, o buffer Tris 50 mM pH 8 como control negativo. La respuesta hipersensible fue 
monitoreada en las hojas de la izquierda, luego de 16 horas de infiltración. La barra indica 1 cm. 
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4.4. Hpa1 altera la morfología de las hojas de cítricos 
Hpa1 de Xac es capaz de inducir HR en plantas de tabaco, pimiento y A. 
thaliana, sin embargo no se observó ninguna reacción visible en hojas de cítricos, 
aunque si se observaron depósitos del polisacárido calosa en estas hojas y un 
aumento de la expresión del gen MKK4. Por otro lado, se sabe que HrpZ, un 
homólogo de Hpa1 ampliamente estudiado perteneciente a P. syringae pv. 
phaseolicola es capaz de unirse a bicapas de lipídicas para formar poros 
conductores de iones (Lee et al., 2001). Por todo esto, se decidió investigar si Hpa1 
podría estar generando alguna modificación en la morfología general del tejido de 
hojas de plantas hospedadoras. Para ello, se infiltró 6His-Hpa1 a una concentración 
5 Pm en hojas de cítricos y, luego de 3 y 16 horas, se realizaron y analizaron cortes 
transversales de estas últimas con la utilización de un microscopio equipado con un 
micrómetro ocular, lo que permitió no sólo la observación de los cambios 
morfológicos y estructurales, sino también realizar medidas cuantitativas (ver 
Materiales y Métodos 3.6.1.). Así se determinó que Hpa1 causa alteraciones en las 
hojas de cítricos, incluyendo la alteración de la estructura del mesófilo esponjoso 
visualizada por la aparición de áreas translúcidas que carecen de células (Figura 
4.12 A, paneles superiores), y la distorsión y engrosamiento del contorno de la hoja 
(Figura 4.12 A, paneles inferiores). Además, el espesor de ésta se incrementó luego 
de 16 horas de tratamiento con Hpa1 (Figura 4.12 B). 
Las hojas de cítricos normalmente presentan cavidades esquizógenas (Figura 
4.12 A, panel inferior izquierdo). Éstas son cavidades o tubos que se forman 
mediante la fusión de un grupo de células. Las células que los envuelven vierten en 
ellos sus secreciones, acumulándose compuestos propios de cada especie que 
incluyen lípidos (aceites esenciales), resinas y gomas. Se observó que el área de 
estas cavidades se incrementó significativamente luego de un tratamiento con Hpa1 
de 3 o 16 horas, en comparación con hojas tratadas con buffer (Figura 4.12 C). 
Luego de 16 horas de tratamiento con Hpa1, se observó sólo la mitad del número de 
cavidades en comparación con 3 horas de tratamiento con proteína, o tratamiento 
con buffer (datos no mostrados), lo que sugiere que Hpa1 tiene un efecto perjudicial 
sobre la estructura de estas cavidades. Por otra parte, el tratamiento con Hpa1 
además aumentó significativamente el número de idioblastos cristalinos en la cara 
abaxial de las hojas (Figura 4.12 D). Estos cambios en la morfología de las hojas 
fueron más notables en las que recibieron el tratamiento más prolongado, lo que 
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sugiere un efecto a largo plazo que podría ser asociado al tiempo necesario para la 



























Figura 4.12. Hpa1 produce cambios en la estructura y la morfología del tejido de hojas de cítricos. (A) Fotografías 
representativas de microscopía de transmisión de secciones transversales de hojas de cítricos infiltradas con Buffer o la 
proteína Hpa1 a una concentración 5 PM por 3 o 16 horas. El panel superior muestra la distorsión y el ensanchamiento de los 
contornos de las hojas a través de los distintos tratamientos. El panel inferior muestra el aumento en el tamaño de las 
cavidades esquizógenas después del tratamientos con Hpa1 por 3 horas y el “fantasma” de una cavidad preexistente (indicado 
con un asterisco) luego de 16 horas de tratamiento. Las flechas indican algunos de los idioblastos cristalinos. Las barras 
indican 100 Pm. Estas secciones transversales se utilizaron para realizar mediciones cuantitativas del grosor de las hojas (B), 
el área de las cavidades esquizógenas (C), y el número de idioblastos cristalinos (D) para cada tratamiento. Se analizaron 30 
secciones transversales para cada tratamiento a partir de tres experimentos independientes. Los valores representan la media 
de estas mediciones; las barras de error indican las desviaciones estándar. 
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4.5. Análisis de la inducción de priming en plantas hospedadoras por Hpa1 
La resistencia inducida a menudo es asociada con una mayor capacidad para 
movilizar las respuestas de defensa celular inducidas por una infección, este 
proceso es llamado priming. La fuerte correlación entre la Resistencia Sistémica 
Adquirida (SAR, del inglés Systemic Acquired Resistance) y el priming sugiere que el 
último es un mecanismo crucial para la defensa en plantas. Esta hipótesis se ve 
apoyada, por ejemplo, por la estrecha correlación entre la capacidad que tienen 
diversos productos químicos para inducir SAR en tabaco contra el virus del mosaico 
de tabaco (Conrath et al., 2002). De hecho, varias plantas que expresan proteínas 
harpin han mejorado las respuestas de defensa contra diferentes agentes 
patogénicos, lo que sugiere que estas proteínas están de alguna forma “cebando” la 
respuesta de defensa (Peng et al., 2004; Shao et al., 2008; Miao et al., 2010a). Por 
otra parte, una reducción en el priming, y la consiguiente pérdida de la inducción 
potenciada de la explosión oxidativa, ha sido correlacionada con una falta de 
resistencia a patógenos bacterianos no virulentos en tabaco (Conrath et al., 2002). 
En consecuencia, y teniendo en cuenta que Hpa1 de Xanthomonas oryzae pv. 
oryzicola (Xooc) fue utilizada anteriormente en ensayos a campo con buenos 
resultados en el aumento de la resistencia a enfermedades en arroz a través de un 
mecanismo de priming (Chen et al., 2008), se decidió analizar si la infiltración de 
Hpa1 de Xac en hojas de cítricos podría proporcionar cierta inmunidad a posteriores 
inoculaciones bacterianas (ver Materiales y Métodos 3.10.1.). Así, se infiltró la 
proteína 6His-Hpa1 (a una concentración 5 PM) y, luego de 12 horas, se infiltró el 
mismo sector de tejido con la cepa salvaje de Xac (suspensión a 106 UFC/ml). 
Posteriormente se cuantificó la tasa de crecimiento bacteriano en estas hojas a 
través del tiempo. Como control, se infiltró previamente el tejido con una cepa 
mutante en el SST3, XachrpB- (Dunger et al., 2005), la cual disminuye el crecimiento 
de Xac cuando es previamente infiltrada en hojas de cítricos. Para validar el ensayo 
de priming, se realizó un tratamiento infiltrando previamente con buffer (Tris 50 mM 
pH 8) como control negativo. Como resultado, se observó que Xac creció menos 
cuando las hojas fueron tratadas previamente con XachrpB-, mientras que el 
tratamiento con 6His-Hpa1 no proporcionó ningún tipo de protección a las posteriores 
infecciones de Xac, al igual que el tratamiento control con buffer (Figura 4.13). 
 
 














Figura 4.13. Ensayo de priming utilizando Hpa1. Se cuantificó el crecimiento bacteriano de Xac salvaje en hojas previamente 
infiltradas con Buffer (Tris 50 mM pH 8), 6His-Hpa1 (5 PM), o XachrpB- (109 UFC/ml) y, luego de 12 horas, se realizó la 
inoculación con la cepa patogénica (suspensión a 106 UFC/ml). Los valores representan la media de tres ensayos 
independientes y las barras de error indican las desviaciones estándar. 
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4.6. Análisis in planta de la expresión de hpa1, y su función en la virulencia de 
Xac 
 
 4.6.1. Expresión del gen hpa1 dentro y fuera de la planta 
La expresión de los distintos operones hrp se activan in planta por los 
reguladores transcripcionales HrpG y HrpX, cuyos genes se encuentran en otro lugar 
del cromosoma bacteriano (Koebnik et al., 2006). Muchos de los genes activados 
por estos reguladores poseen un elemento regulador cis conservado llamado Caja 
PIP (del inglés, Plant-Inducible Promoter), que tiene la secuencia consenso TTCGB-
N4-15-TTCGB, donde B se refiere a cualquier base excepto adenina. Como modelo 
de acción, se ha propuesto que HrpX se une a la caja PIP para inducir la expresión 
del gen ubicado corriente abajo (Koebnik et al., 2006). 
Realizando un análisis in silico de la región promotora del gen hpa1, se 
encontró que la misma contiene una caja PIP perfecta ubicada a unos 159 bp 
corriente arriba del sitio de inicio de la traducción, conteniendo una región interna de 
15 bp (subrayada), y siendo esta secuencia TTCGCCCGTACAAGCGCAATTTCGC. 
Para corroborar la funcionalidad de esta caja PIP, se decidió evaluar si el gen hpa1 
es expresado durante el proceso patogénico, a través de la cuantificación del ARNm 
del gen. Para ello se extrajo el ARN total de células de Xac recuperadas a los 0, 1, 2 
y 3 dpi de hojas de C. sinensis infectadas con el patógeno (ver Materiales y Métodos 
3.14.3. y 3.14.4.). El análisis a través de qRT-PCR (ver Materiales y Métodos 
3.14.6.) demostró que la expresión de hpa1 aumentó en el primer día, alcanzando 
valores significativamente diferentes en cada punto analizado; y que el gen fue 
altamente inducido a los 3 dpi (Figura 4.14). El acompañamiento del aumento en la 
expresión del gen hpa1 en relación al tiempo de infección, sugiere que Hpa1 tiene 





















Figura 4.14. Análisis de la expresión del gen hpa1 durante el proceso infectivo de Xac. Se extrajo el ARN total de Xac 
recuperada de las hojas de cítricos en los tiempos indicados, y se analizó la expresión de hpa1 por qRT-PCR. Las barras 
indican los niveles de expresión del gen en relación al día 0 después de la inoculación. Los valores representan las medias de 
tres experimentos independientes. Las barras de error indican las desviaciones estándar correspondientes. 
 
La mayoría de las bacterias fitopatogénicas existen como epifitas (cualquier 
organismo que crece sobre otro usando al último solamente como soporte) sobre las 
estructuras de las plantas antes de la colonización, y la probabilidad de ocurrencia 
de la enfermedad se relaciona directamente con el tamaño de la población epifítica 
del patógeno (Hirano y Upper, 1983). Leben desarrolló una hipótesis, en la cual se 
plantea que el patógeno puede multiplicarse sobre las superficies de una planta 
sana, y por lo tanto proporcionar un inóculo con ausencia de enfermedad. Cuando 
las condiciones adecuadas prevalecen, se desarrolla la enfermedad. De esta forma, 
tales patógenos tendrían un hospedador, así como una fase no patógena de 
crecimiento (Leben, 1963). Las bacterias que se encuentran en la superficie de las 
hojas, probablemente tienen adaptaciones particulares que les permiten explotar los 
ambientes epifíticos. Estas son distintas de las bacterias que se encuentran en otros 
hábitats, tales como las inmediaciones del suelo, y son superiores a las de otros 
hábitats ya que toleran condiciones ambientales duras sobre la superficie de las 
hojas. Curiosamente, este tipo de características de adaptación pueden haberse 
desarrollado a expensas de las que promueven la supervivencia en otros hábitats, 
ya que varias especies epifíticas no tienen una buena supervivencia en el suelo 
(Beattie y Lindow, 1994). Por otra parte, se detectó también la expresión de genes 
del SST3 de Xanthomonas euvesicatoria sobre la superficie de hojas, lo que sugiere 
un papel para el SST3 en la supervivencia epifítica de estas bacterias (Zhang et al., 
2009). En una publicación científica reciente, se reveló que la supervivencia de las 
cepas deficientes en el SST3 en la superficie de las hojas se reduce, apoyando la 
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hipótesis del papel del SST3 y sus proteínas efectoras en la promoción de la 
supervivencia bacteriana epifítica (Lee et al., 2012). En base a esta información, se 
decidió analizar si hpa1 es expresado durante el desarrollo epifítico de Xac en hojas 
de C. sinensis a través de la cuantificación del ARNm del gen. Para ello se extrajo 
ARN total de células de Xac recuperadas a los 0, 1, 3, 7, 10, 14 y 21 días de 
crecimiento epifítico (ver Materiales y Métodos 3.14.2. y 3.14.4.). El análisis a través 
de qRT-PCR (ver Materiales y Métodos 3.14.6.) demostró que la expresión del gen 
hpa1 aumentó significativamente desde el primer día, alcanzando los valores más 
altos entre los 7 y los 10 días; valores que decayeron hasta los iniciales a los 21 días 
(Figura 4.15). Esto indica que la expresión de hpa1 es temprana en el proceso de 
supervivencia epifítica y sugiere que Hpa1 podría tener un papel muy temprano en el 














Figura 4.15. Perfil de expresión de hpa1 en la supervivencia epifítica. Se extrajo ARN total de Xac recuperada de la superficie 
de hojas de cítricos en los tiempos indicados, y se analizó por qRT-PCR. Los puntos indican los niveles de expresión del gen 
hpa1 en relación al día 0 de crecimiento. Los valores representan las medias de dos experimentos independientes. Las barras 
de error indican las desviaciones estándar. 
 
 4.6.2. Análisis de función de hpa1 a través de la mutante Xac'hpa1 
En función de los resultados ya mencionados, se decidió investigar si la 
proteína juega un papel en la virulencia de Xac. Para ello, se construyó una cepa 
mutante en el gen hpa1 por intercambio de marcador, la cual se denominó 
Xac'hpa1 (ver Materiales y Métodos 3.7.1.). Por otra parte, también se 
complementó esta cepa mutante conjugando la misma con un vector replicativo en 
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Xac que lleva una copia del gen hpa1 (pBBR1MCS-5-hpa1), generando la cepa 
complementada Xac'hpa1c. Con el fin de probar la capacidad de estas cepas de 
producir enfermedad en plantas de cítricos, las cepas Xac tipo salvaje, Xac'hpa1 y 
Xac'hpa1c fueron infiltradas en hojas de naranja a una concentración 107 UFC/ml 
(ver Materiales y Métodos 3.9.2.). Luego de 7 días post infiltración se observó una 
reducción de los síntomas de la enfermedad en el caso de la cepa mutante (Figura 
4.16 A). Esta reducción de la virulencia se vio revertida en la infiltración realizada 
con la cepa complementada Xac'hpa1c (Figura 4.16 A). Posteriormente, se 
cuantificó el crecimiento bacteriano in planta en las tres cepas bacterianas por un 
período de 10 días (ver Materiales y Métodos 3.11.). Así se logró determinar que la 
cepa tipo salvaje de Xac creció más rápidamente comparada con la cepa mutante 
(casi un orden de magnitud mayor) en cada tiempo analizado, y que la cepa 
complementada mostró un crecimiento intermedio (Figura 4.16 B). Por otra parte, 
infiltraciones hechas con diluciones seriadas de bacterias mostraron un número 
significativamente mayor de cancros por área infiltrada para el caso de la cepa 
salvaje en relación con las infiltraciones con Xac'hpa1 (Figura 4.16 C). En las 
infiltraciones de mayor concentración bacteriana inicial, se observaron cinco veces 
más cancros en el caso de la cepa tipo salvaje; mientras que a 105 UFC/ml se 
observaron solamente cancros en la zona de la hoja infiltrada con la cepa tipo 





































Figura 4.16. Hpa1 mejora la virulencia de Xac en hojas de cítricos. (A) Las cepas Xac tipo salvaje, Xac'hpa1 y Xac'hpa1c se 
infiltraron a una concentración 107 UFC/ml, en buffer 10 mM MgCl2, en hojas de cítricos totalmente expandidas. Como control 
se infiltró buffer 10 mM MgCl2 (Control). La fotografía fue tomada a los 7 días después de la inoculación. (B) Cuantificación del 
crecimiento en los primeros 10 días de infección de las cepas Xac tipo salvaje, Xac'hpa1 y Xac'hpa1c en hojas de cítricos 
infiltradas como se describió en (A). Los valores representan las medias de tres experimentos independientes y las barras de 
error la desviación estándar. (C) Hojas de cítricos infiltradas con diluciones seriadas de las cepas Xac tipo salvaje y Xac'hpa1 
en las concentraciones indicadas (en UFC/ml). (D) Cuantificación del número de cancros en hojas de cítricos infiltradas como 
se describió en (C). Las barras son la media de 10 hojas ensayadas y las barras de error la desviaciones estándar. Los 
resultados son representativos de tres experimentos independientes. Las barras inferiores indican 1 cm. 
 
 4.6.3. Análisis de función a través del agregado ectópico de Hpa1 
La reducción en la virulencia producida por la falta de expresión de hpa1 en la 
cepa Xac'hpa1 indica que la proteína Hpa1 cumple un rol importante en la virulencia 
del fitopatógeno. Con el fin de corroborar este rol, a continuación se decidió analizar 
el efecto producido por la co-infiltración de la cepa Xac tipo salvaje a diferentes 
concentraciones (de 1x103 a 5x105 UFC/ml) y Hpa1 recombinante (a una 
concentración constante 5 PM) al mismo tiempo. Al realizar este ensayo se observó 
que, en esta condición las bacterias fueron significativamente más virulentas y 
formaron más cancros que en las infiltraciones de control realizadas sin la proteína 
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(Figura 4.17 A y B). Para poder validar este ensayo y determinar que el efecto es 
específico de Hpa1, se realizó al mismo ensayo, pero las bacterias se co-infiltraron 
con la proteína Tiorredoxina-6His (Trx-6His), la que produjo el mismo número de 















Figura 4.17. La co-infiltración de Xac y Hpa1 aumenta la virulencia bacteriana. (A) Xac de tipo salvaje se co-infiltró con Hpa1 a 
una concentración 5 PM en las mitades derechas de hojas de cítricos a las concentraciones bacterianas indicadas (en UFC/ml). 
(B) Cuantificación del número de cancros en hojas de cítricos infiltradas como se describió en (A). Las barras son la media de 
6 hojas ensayadas y las barras de error representan las desviaciones estándar. Los resultados son representativos de tres 
experimentos independientes. La barra inferior indica 1 cm. 
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4.7. Caracterización y análisis del efecto de Hpa1 sobre células bacterianas en 
medio de cultivo 
Se sabe que la proteína harpin HpaG de Xag puede oligomerizar y formar 
fibras ricas en láminas E y, en última instancia, fibras de tipo amiloideas (Oh et al., 
2007). Por otro lado, la adherencia bacteriana que lleva a la formación de biofilms es 
un factor necesario para la patogenicidad de Xac (Gottig et al., 2009). Debido a esto, 
se planteó la hipótesis de que la proteína Hpa1 puede tener un rol como factor de 
agregación, y por lo tanto funcionar como molécula reclutadora de células 
bacterianas, aumentando así la virulencia. 
Debido a que hpa1 es expresado en XVM2 (medio definido que mimetiza el 
apoplasto vegetal) y no en medio rico (Figura 4.18 A), tal como se determinó por RT-
PCR (ver Materiales y Métodos 3.14.2., 3.14.4. y 3.14.5.), se utilizó este medio para 
asegurar la expresión de hpa1 y analizar la capacidad de las cepas Xac tipo salvaje, 
Xac'hpa1 y Xac'hpa1c para agregarse en medio líquido. Las distintas cepas 
bacterianas se crecieron en este medio de forma estática y se observó que Xac tipo 
salvaje mostró agregación bacteriana con una estructura de biofilm, mientras que 
Xac'hpa1 fue incapaz de asociarse formando esta estructura. La cepa 
complementada mostró características y estructuras similares a la observada en la 
cepa tipo salvaje (Figura 4.18 B), lo que sugiere que Hpa1 está involucrada en la 





Figura 4.18. (A) El gen hpa1 de Xac se expresa en el medio XVM2. Gel de agarosa al 1% con RT-PCR realizada para 
amplificar el gen hpa1 de Xac tipo salvaje crecida en medio rico NB (calle 1) y el medio definido y mimetizador del apoplasto 
vegetal XVM2 en fase exponencial (calle 2), y en fase estacionaria (calle 3). Como control para la validación del ensayo de 
expresión, se amplificó rRNA 16S en cada uno de los casos. (B) Hpa1 está involucrada en la agregación de células bacterianas 
de Xac. Fotografías representativas de las cepas Xac tipo salvaje, Xac'hpa1 y Xac'hpa1c crecidas estáticamente en medio 
XVM2 en frascos de 100 ml por 5 días a 28 ºC. El panel superior muestra vistas superiores del recipiente y el panel inferior 
muestra vistas laterales. La barra inferior representa 1 cm. 
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Por otra parte, se cultivaron en XVM2 líquido estático la cepas Xac tipo 
salvaje y Xac'hpa1 que expresan constitutivamente la proteína verde fluorescente 
(GFP) (ver Materiales y Métodos 3.6.2.), para luego ser visualizadas y analizar la 
formación de agregados bacterianos mediante microscopía confocal láser de 
barrido. Notablemente, la cepa tipo salvaje mostró la formación de estos agregados 





Figura 4.19. La cepa Xac tipo salvaje forma agregados bacterianos mientras que la mutante en el gen hpa1 no. (A) Fotografía 
de un cúmulo representativo formado por la cepa Xac tipo salvaje que expresa la proteína verde fluorescente (GFP) 
previamente crecida de forma estática en el medio XVM2. (B) Fotografía representante de la cepa Xac'hpa1 expresando GFP 
crecida como en (A). 
 
Con el fin de confirmar el papel de Hpa1 como una proteína de agregación 
bacteriana, se analizó la agregación célula-célula en presencia y ausencia de la 
proteína Hpa1 recombinante, también por microscopía confocal láser de barrido. 
Para ello, la cepa Xac tipo salvaje expresando constitutivamente GFP previamente 
crecida en medio XVM2 con agitación, se incubó sin (Figura 4.20 A) o con (Figura 
4.20 B) la proteína 6His-Hpa1 a una concentración 5 PM durante 3 horas en un 
portaobjetos a 28 ºC, y posteriormente se visualizaron las células bacterianas 
mediante microscopía confocal (ver Materiales y Métodos 3.6.2.). Como era de 
esperarse, la presencia de la proteína harpin causó una agregación bacteriana, la 
que se visualizó como estructuras similares a macrocolonias (Figura 4.20 B). Como 
control para validar el ensayo, se incubaron las bacterias con la proteína Trx-6His a 
la misma concentración y condiciones que con Hpa1, y este caso no se observó 
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agregación bacteriana (datos no mostrados). También se analizó el efecto de Hpa1 
en la cepa Xac'hpa1 y se observó que, en presencia de la proteína, esta cepa 




Figura 4.20. Hpa1 agrega células bacterianas de Xac. Fotografías representativas de microscopía confocal de barrido láser de 
la cepa Xac tipo salvaje expresando GFP e incubada por 3 horas sin (C) y con (D) la proteína 6His-Hpa1 a una concentración 
de 5 PM.  
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4.8. Caracterización del efecto de Hpa1 sobre células bacterianas dentro del 
tejido de hojas de cítricos 
A continuación, se determinó si el efecto de asociación de células bacterianas 
se produce también en hojas de cítricos, o sea in planta. Para ello, se infiltraron las 
cepas Xac tipo salvaje y Xac'hpa1 que expresan GFP en hojas de cítricos a una 
concentración 107 UFC/ml, y se visualizó por microscopía confocal láser de barrido 
la aparición y desarrollo de agregados bacterianos durante el proceso de infección in 
vivo (ver Materiales y Métodos 3.6.3.). Las células bacterianas se identificaron por la 
emisión de fluorescencia de GFP, y el tejido de la planta por la emisión de 
autofluorescencia de la clorofila. Se tomaron imágenes seriadas cada 0,5 Pm, 
cubriendo toda la altura de la cara de la hoja infectada, hasta que la penetración del 
láser dejó de ser efectiva. Luego de 24 horas de infección, las bacterias tipo salvaje 
mostraron más agregados bacterianos que la cepa mutante (Figura 4.21 A y B). Es 
interesante destacar que un análisis de las imágenes tridimensionales indicó que la 
cepa tipo salvaje forma cúmulos bacterianos de mayor tamaño (19,1 ± 1,12 Pm de 
altura), observados principalmente cerca de los estomas; mientras que la cepa 
mutante formó menos agregados bacterianos y más pequeños (8,1 ± 0,64 Pm de 
altura). Por otra parte, la observación del eje z de estas imágenes indicó que Xac 
tipo salvaje desarrolló colonias bacterianas que se extienden a una mayor 
profundidad desde la superficie abaxial (superficie con estomas) hacia la superficie 
adaxial, en comparación con la cepa mutante en hpa1, lo que sugiere que Xac tipo 
salvaje pudo avanzar más y penetrar mejor en el tejido de la hoja (Figura 4.21 A y 
B). Estos resultados sugieren que también in planta Hpa1 es capaz de aglomerar 
células, e indica que la misma puede contribuir, al menos en parte, a aumentar la 
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Figura 4.21. Análisis de las infecciones de Xac tipo salvaje y la mutante hpa1. Fotografías representativas de microscopía 
confocal láser de barrido de bacterias expresando GFP 24 horas después de ser infiltradas en hojas de cítricos. (A) Xac de tipo 
salvaje. (B) Xac'hpa1. En rojo se muestran los estomas de las hojas. 
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4.9. Hpa1 de Xac es secretada de forma dependiente del SST3 
Como se indicó previamente, las bacterias fitopatogénicas secretan sus 
proteínas harpin por su SST3 (Hueck, 1998; Schechter et al., 2004; Büttner y Bonas, 
2002). Se propuso entonces investigar si Hpa1 también es secretada por el SST3 de 
Xac. Para lograr esto, se analizó a través de Western blot la presencia de esta 
proteína en el sobrenadante de cultivo de la cepa tipo salvaje de Xac. Como control, 
y para determinar si la secreción es dependiente del SST3, se utilizaron la cepa 
mutante Xac'hpa1, y la cepa mutante en el SST3 XachrpB-, respectivamente. Esta 
última es incapaz de formar un SST3 funcional (Dunger et al., 2005), y por lo tanto 
secretar factores a través del mismo. Los sobrenadantes de cultivo se obtuvieron tal 
como fue descrito previamente por Büttner y colaboradores (Büttner et al., 2002) (ver 
Materiales y Métodos 3.17.) y el ensayo de Western blot se realizó utilizando 
anticuerpos específicos contra 6His-Hpa1 desarrollados en este trabajo de tesis. De 
esta forma, Hpa1 únicamente fue detectada en los sobrenadantes de Xac tipo 
salvaje, indicando así que esta proteína es secretada por Xac, y que además lo hace 










Figura 4.22. Análisis por Western blot para el estudio de secreción de Hpa1. El tamaño estimado de las bandas se muestra en 
la parte derecha de la figura. En todas las calles se sembró la misma cantidad de proteína total obtenida a partir de los 
sobrenadantes de cultivo de cada cepa. Como control del ensayo de inmunodetección, se sembró una alícuota de 6His-Hpa1 
parcialmente cortada con la proteasa trombina (Ctrol). Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western blot utilizando un 
antisuero específico contra 6His-Hpa1. 
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4.10. Discusión 
Las harpin son proteínas ricas en residuos de glicina y estables al calor que 
se secretan a través de SST3 en bacterias Gram negativas fitopatógenas. Durante 
las dos décadas transcurridas desde la primera harpin de origen patogénico, HrpN 
de E. amylovora en 1992 (Wei et al., 1992), caracterizada como inductora o elicitora 
de la HR, se han determinado diversos aspectos funcionales de las harpin. Otra 
característica remarcable de estas proteínas es la capacidad, cuando son aplicadas 
directamente a las plantas, o expresadas en sus células, de provocar diversas 
respuestas beneficiosas tales como la inducción de las respuestas de defensa 
contra diversos patógenos e insectos, y el aumento de crecimiento de la planta 
(Fontanilla et al., 2005a y b; Dong et al., 2004). Muchos estudios muestran que estas 
proteínas están dirigidas principalmente al espacio extracelular de los tejidos de 
plantas, a diferencia de las proteínas efectoras bacterianas que actúan dentro de las 
células de la planta. 
La proteína Hpa1 de Xac indujo el desarrollo de HR cuando fue infiltrada en 
una gran variedad de plantas no hospedadoras, como tabaco, pimiento y A. thaliana 
(en varios ecotipos); pero no generó una respuesta visible cuando fue infiltrada en 
hojas de plantas de algodón o en hojas de plantas hospedadoras de Xac (naranja). 
Esto es acorde a lo comentado anteriormente sobre el hecho de que la inducción de 
esta respuesta dependa de la interacción harpin-planta. Un análisis más profundo 
sobre el desarrollo de HR, se obtuvo de ensayos de caracterización en plantas de 
tabaco, donde se observó que el daño y desarrollo de HR está ligado a la muerte 
celular, a la producción de ROS y a la liberación de iones por parte de las células de 
la planta. Además, la deposición de calosa es otro marcador de la inmunidad 
disparada en plantas infectadas (Nguyen et al., 2010), y los ensayos realizados con 
Hpa1 de Xac tanto en plantas hospedadoras como no hospedadoras indicaron que, 
en diferente medida, la deposición de este polisacárido aumenta al enfrentarlas con 
esta proteína harpin, indicando que la última podría considerarse como una posible 
molécula inductora de la inmunidad innata en plantas. Por otro lado, la HR también 
fue caracterizada por un aumento en la expresión de distintos genes de defensa 
basal de la planta, tal como fue evidenciado con la inducción de la cascada de MAP 
Quinasas que conducen a la activación de factores de transcripción de tipo WRKY, 
los que posteriormente conllevan a la expresión de genes asociados a la defensa 
(Boller y Félix, 2009). La expresión de uno de estos factores (AtWRKY30) fue 
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evidenciado no sólo realizando el seguimiento de la expresión del gen, sino que 
también utilizando su región promotora corriente arriba de un gen reportero. 
Aunque el desarrollo de HR en plantas no hospedadoras es una característica 
común a todas las proteínas harpin, tal como fue observado en el presente trabajo 
de tesis por Hpa1 de Xac, se ha demostrado que muchas veces esta inducción es 
dependiente de la interacción harpin-planta, como es el caso de HpaG de Xag, Hpa1 
de Xoo, XopA de Xcv, y HrpN de E. amylovora, que causan diferentes reacciones en 
hojas de tabaco, las cuales van desde la ausencia de reacción a una marcada HR 
(Kim et al., 2003).Esta existencia del grado especificidad que poseen las proteínas 
harpin para desarrollar HR, ha despertado una gran discusión en torno a la 
existencia, o no, de un receptor específico para estas proteínas. Hasta la fecha no 
existe evidencia experimental que haya demostrado la unión específica entre alguna 
proteína harpin y un receptor eucariótico. Respecto a esto, la tendencia más fuerte, y 
con mayor sustento experimental, es la que plantea la inexistencia de un receptor 
específico para harpin, indicando que los efectos producidos por estas proteínas se 
deben a la unión directa sobre la membrana celular eucariótica. Los estudios más 
importantes referidos a este aspecto se han realizado con HrpZ de P. syringae 
(Haapalainen et al., 2011), donde también se encontró que esta proteína harpin tiene 
una fuerte afinidad por el ácido fosfatídico (AP), un lípido componente de las 
membranas celulares con un grupo de cabeza con carga negativa, de entre 15 
fosfolípidos membranales típicos analizados. En el mismo trabajo, se detectó la 
formación de poros en vesículas lipídicas formadas con un 25% de AP, o vesículas 
preparadas de aislados de membrana plasmática de A. thaliana (Haapalainen et al., 
2011). De acuerdo con esto, pareciera probable que el AP (u otro lípido endógeno 
con propiedades similares) es el sitio de unión primario de HrpZ en las membranas 
vegetales, tal vez creando una topografía de membrana determinada; como 
resultado de la forma de la molécula de AP, una región de membrana rica en AP 
tiene una curvatura negativa (Kooijman et al., 2007). Además de ser un componente 
estructural de las membranas celulares, el AP también es un intermediario esencial 
en la biosíntesis de lípidos y una molécula de señalización importante en el estrés 
celular (Testerink y Munnik, 2005), y una creciente evidencia sugiere que el AP tiene 
un papel importante como segundo mensajero en la respuesta de defensa de las 
plantas frente a patógenos (Arisz et al., 2009), generando una mayor discusión 
sobre si la actividad de HrpZ dependiente de la unión a AP también podría tener un 
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rol interfiriendo con la función de señalización de defensa del AP. A pesar de esto, 
también se han encontrado indicios de la posible existencia de proteínas o péptidos 
target pertenecientes a plantas, que podrían unirse a las proteínas harpin 
funcionando como receptores de estas últimas, aunque en las referencias 
bibliográficas sobre éstas se han utilizado únicamente técnicas in vitro para la 
detección de las interacciones. En el año 2009, Chen y colaboradores (Chen et al., 
2009) realizaron la producción de anticuerpos monoclonales contra la proteína 
harpin Hpa1 de Xoo, indicando y resaltando en su trabajo que los anticuerpos anti-
idiotípicos monoclonales pueden ser utilizados como imágenes internas para 
encontrar los posibles receptores de proteínas harpin. Por otro lado, Li y 
colaboradores (Li et al., 2005) a través de la técnica de presentación por fago 
(Phage-display System) intentaron identificar, a partir de una biblioteca de fagos con 
péptidos aleatorios, las posibles proteínas que interactúan con HrpZ de P. syringae 
pv. phaseolicola. Así, lograron identificar que esta proteína harpin muestra afinidad 
hacia los péptidos con un motivo de aminoácidos consenso W(L)ARWLL(G/L), a 
través de una secuencia localizada en su región central, diferente de la región 
inductora de HR previamente determinada para esta proteína. Gracias a la obtención 
de anticuerpos en contra de estos péptidos, lograron encontrar que los mismos 
reconocen proteínas de extractos vegetales de diversas plantas no hospedadoras. 
Por último, otro ejemplo fue el presentado por Oh y Beer (Oh y Beer, 2007) 
utilizando la proteína harpin HrpN de E. amylovora en un ensayo de dos híbridos en 
levaduras contra una biblioteca de genes de manzana (Malus domestica), lo que dio 
como resultado un sólo clon positivo designado HIPM (del inglés, HrpN-Interacting 
Protein from Malus). Un posterior análisis por deleción mostró que la región amino 
terminal desde el residuo 198 al 403 de HrpN se requieren para la interacción con 
HIPM (Oh y Beer, 2007). 
 
Una de las funciones más caracterizadas de las proteínas harpin de 
fitopatógenos es su capacidad para unirse a las membranas celulares y formar poros 
conductores de iones (Engelhardt et al., 2009; Haapalainen et al., 2011; Lee et al., 
2001). Existen evidencias que indican además que las harpin deberían ser 
reconocidas por fuera de las células de la planta para desarrollar HR (Tampakaki y 
Panopoulos, 2000). Esto fue comprobado, al menos en plantas hospedadoras, al 
infiltrar Hpa1 de Xac en hojas de naranja, ya que se observó un daño a nivel de la 
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estructura del mesófilo esponjoso aunque, como se enunció anteriormente, sin 
desarrollo de HR. Otro punto de discusión es por qué las proteínas harpin pueden 
formar poros en membranas de células eucarióticas, pero no sobre las propias 
células bacterianas. En relación a esto, y tomando en cuenta los modelo de 
interacción harpin-membrana planteados anteriormente, este hecho puede deberse 
a diversos aspectos; por ejemplo, la diferencia de composición lipídica entre las 
células eucarióticas y procarióticas, la falta de proteínas receptoras en las células 
bacterianas, o aún posiblemente la existencia de alguna proteína bacteriana que 
funcione a modo de “vacuna” o “antídoto” evitando que las proteínas harpin 
permeabilicen su membrana. 
 
A diferencia de otras proteínas harpin (Fontanilla et al., 2005a y b), Hpa1 de 
Xac no demostró proporcionar un priming de las respuestas de defensa celular, al 
menos en plantas hospedadoras; aunque este hecho no descarta que si lo haga al 
ser inoculada en especies de plantas no hospedadoras, tal como fue observado con 
HrpN de E. amylovora. 
La expresión del gen hpa1 de Xac se vio inducida al ser analizada en 
bacterias recuperadas de tejidos infectados, o crecidas en un medio mimetizador del 
apoplasto vegetal, siendo concordante con lo observado para otros genes 
codificantes para proteínas harpin en otros fitopatógenos (Bogdanove et al., 1996b; 
Fouts et al., 2002; Wei y Beer, 1995). Además, se logró observar la expresión de 
hpa1 en bacterias depositadas en la superficie de las hojas (crecimiento epifítico). 
Todo esto indicaría que esta proteína harpin desempeñaría un papel en la 
interacción con las plantas desde una etapa temprana. 
La función que desarrollan las proteínas harpin en la virulencia es, en general, 
variable ya que se ha descrito que algunas proteínas harpin tienen funciones de 
virulencia en plantas hospedadoras, aunque otras no lo tienen (Barny, 1995; Sinn et 
al., 2008; Gaudriault et al., 1998; Kim y Beer, 1998; Li et al., 2010), indicando que 
algunas proteínas harpin pueden ser considerados como factores de virulencia de 
patógenos bacterianos. Los análisis realizados con la cepa mutante hpa1 de Xac en 
el presente trabajo, indica que la misma podría ser considerada un factor de este 
tipo, ya que esta mutante desarrolló una menor cantidad de cancros en hojas de 
naranja, y además mostró un crecimiento más lento comparada con la cepa tipo 
salvaje. La importancia de esta proteína harpin de Xac en la virulencia, fue 
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evidenciada nuevamente al agregarla ectópicamente a bacterias infiltradas en hojas 
de naranja, mostrando un desarrollo mayor de cancros. 
La unión de las bacterias fitopatógenas a la superficie de la planta es el 
primer paso para el desarrollo de la enfermedad, y la mutante en una proteína harpin 
demostró estar implicada en este proceso, mostrando además, estar implicado en la 
formación de biofilm bacteriano en medio líquido (Yap et al., 2006). La cepa mutante 
hpa1 de Xac mostró características similares cuando se analizaron dichos factores, 
lo que fue evidenciado por la falta del desarrollo de una estructura tipo biofilm y la 
falta de agregación de bacterias en medio líquido, siendo ambos efectos revertidos 
en una cepa complementada en este gen. Por otra parte, y demostrando aún más la 
importancia de esta proteína en la virulencia de Xac, la cepa mutante mostró menos 
agregados bacterianos cuando fue infiltrada en hojas de naranja, los cuales además 
fueron de menor tamaño comparados con los desarrollados por la cepa tipo salvaje. 
 
A modo de resumen, Hpa1 de Xac parece tener dos funciones en las 
interacciones planta-patógeno: primero, la inducción de la respuesta de defensa 
basal, como se observa en las plantas no hospedadoras, y en concordancia con 
resultados previos obtenidos en plantas de algodón transgénicas que expresan 
Hpa1 de Xoo, donde la inducción de la respuesta basal de defensa es 
suficientemente alta para mejorar la resistencia contra Verticillium dahliae (Miao et 
al., 2010a); segundo, en el aumento de la virulencia del patógeno, probablemente 
causando cambios en la estructura del mesófilo de las hojas de cítricos y 
promoviendo la agregación de las células bacterianas, lo que conlleva a una mayor 
colonización de los tejidos. Este doble papel se ha observado para las proteínas 
amiloides de E. coli conocidas como curli. Estas estructuras de fibra de superficie 
altamente agregativas median las interacciones entre bacterias individuales, 
promoviendo la formación de biofilms, y entre las bacterias y los tejidos del 
hospedador, estimulando la respuesta inflamatoria de éste, y contribuyendo a la 
persistencia bacteriana en el mismo (Epstein y Chapman, 2008). El hecho de que la 
presencia de Hpa1 incrementa la virulencia de Xac sugiere que, una vez que la 
bacteria ha alcanzado un nivel umbral de proteínas efectoras, esta puede 
contrarrestar la respuesta inmune basal (Chisholm et al., 2006), y por lo tanto inhibir 
la respuesta apenas detectable inducida por Hpa1. Esta actividad de agregación es 
concebible en un modelo en el que Xac requiera a la proteína harpin para reclutar un 
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mayor número de células patógenas para interactuar con la membrana celular 
vegetal y predisponer el tejido a la posterior acción infectiva. 
 
Si bien está claro que el desarrollo de HR está asociado al proceso intrínseco 
que tienen las proteínas harpin para formar fibras del tipo amiloides (Oh et al., 2007), 
no existe evidencia que demuestre que la función de este tipo de estructuras en la 
agregación bacteriana planteada en este trabajo de tesis y en los resultados 
obtenidos con HrpN de Dickeya dadantii (antiguamente Erwinia chrysanthemi) (Yap 
et al., 2006) esté correlacionada con este proceso amiloidogénico. Es por ello que 
como siguiente paso se decidió estudiar a nivel molecular a Hpa1 de Xac para 
determinar primeramente si la misma forma fibras amiloides y, de ser así, estudiar la 
importancia del proceso amiloidogénico en la agregación de bacterias y dentro del 
proceso infectivo de Xac. 
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5. Caracterización molecular de la proteína Hpa1 
 
5.1. Análisis de Hpa1 por filtración en gel 
Con la proteína recombinante obtenida tal como se describió en el Capítulo 1, 
se decidió realizar sobre ella diversos estudios utilizando métodos biofísicos, con el 
objetivo de caracterizar molecularmente a Hpa1 e intentar explicar de esta manera 
los efectos observados previamente. Así, y basándose en que algunas proteínas 
harpin se encuentran expresadas como monómeros, dímeros (Haapalainen et al., 
2011), y tetrámeros (Oh et al., 2007), se decidió comenzar con la determinación del 
peso molecular de la proteína purificada a través de filtración en gel. Esta técnica, 
ampliamente utilizada para tal fin utiliza, por ejemplo, una columna rellena con una 
matriz reticulada de agarosa y dextrano para separar las moléculas de acuerdo a su 
peso molecular. A través de una calibración previa de la columna utilizando 
macromoléculas patrones de peso molecular conocido, se logra determinar el peso 
molecular de una o una mezcla de proteínas en solución. Conociendo el peso 
molecular teórico esta técnica permite además, determinar si la proteína en estudio 
se presenta en solución como monómero o como n-mero, permitiendo determinar 
también de cuantas unidades (n) está formado este último. Se utilizó una columna 
de exclusión molecular Superdex 200 y un equipo de FPLC (ver Materiales y 
Métodos 3.5.3.). De esta forma se logró determinar que Hpa1 de Xac se expresa y 
purifica mayoritariamente en forma tetramérica, con un peso molecular estimado de 
64,2 kDa (Figura 5.1). También se observó la presencia de un pico de mayor peso 
molecular indicativo de la existencia de otra especie proteica, aunque el mismo fue 
de un tamaño considerablemente menor, indicando que la misma es minoritaria. 
Cabe destacar que, a menos que sea aclarado en el texto, todos los ensayos 
realizados posteriormente se efectuaron con la fracción tetramérica de Hpa1 
obtenida por cromatografía de exclusión molecular, para evitar así efectos no 
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Figura 5.1. (Izquierda) Perfil de salida de la columna de exclusión molecular Superdex 200. Se sembró una alícuota de Hpa1 
recombinante (línea de trazo cortado) purificada recientemente y, para realizar una curva de calibración, se sembraron diversas 
proteínas de peso molecular conocidos (línea de trazo continuo). (Derecha) Gráfico de Log PM vs. Volumen de exclusión con 
los valores correspondientes a las proteínas patrones utilizadas en la calibración de la columna. Se muestra también la curva 
de regresión, junto con el valor de R2 obtenido. Los patrones utilizados fueron Albúmina Sérica Bovina (BSA) de 66,5 kDa; 
Tiorredoxina recombinante (Trx-6His) de 27,9 kDa; y Lisozima de 14,3 kDa). Se utilizó Azul de Dextran para determinar el 
volumen muerto de la columna. 
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5.2. Determinación de la estructura secundaria de Hpa1 y estabilidad frente a 
pH a través de dicroísmo circular 
La formación de una estructura cuaternaria tetramérica definida como la 
observada en Hpa1 denota un grado de plegamiento en la proteína. Con el objetivo 
de determinar la estructura secundaria que presenta Hpa1 de Xac en solución 
cuando es expresada y purificada, se comenzó con un estudio in silico de la 
secuencia primaria de la misma, para predecir así dominios con algún plegamiento 
determinado. Para ello, se utilizaron programas computacionales que permiten 
predecir las estructuras secundarias en base a la secuencia primaria de la proteína. 
Entre los programas computacionales utilizados se encuentran Phyre2 
(www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) y PSIPred (www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Las 
predicciones realizadas por ambos programas arrojaron que Hpa1 contiene dos 
hélices D, una ubicada entre los residuos Glu36 y Gln52, y otra entre los residuos 
Gln88 y Ala103. Además, las predicciones realizadas indicaron la existencia de una 
pequeña región cerca del amino terminal de la proteína de tres residuos (Phe15 a 
Gln17) con una conformación de lámina E. Por otro lado, ambos programas 
indicaron también que más del 60% de la secuencia analizada es predicha como 
desordenada, alertando que ello disminuye el grado de confianza general con el que 




Figura 5.2. Boceto de la estructura secundaria de la proteína harpin Hpa1 de Xac. Se muestra la secuencia de la proteína en 
su totalidad. Las predicciones se realizaron utilizando los servidores de predicción de estructura secundaria de proteínas 
Phyre2 y PSIPred como se detalla en el texto. Se muestran las regiones de la proteína que tienen estructuras de hélices D o 
láminas E, y en barras verticales azules el grado de confianza en la predicción, tal como es representado por PSIPred. 
 
Una vez obtenida esta información a partir de la predicción del plegamiento 
de Hpa1, se procedió a estudiar su estructura secundaria a través de dicroísmo 
circular. Primeramente, y para corroborar el grado de pureza con el que se 
encontraba la proteína, se realizó un análisis por espectrometría de masas sobre 
Resultados y Discusión - Capítulo 2 
 127
una muestra la misma (ver Materiales y Métodos 3.5.4.). De esta forma, el espectro 
obtenido mostró dos picos mayoritarios definidos, uno a 15776 Da y otro a 7895 Da 
(Figura 5.3). Por otra parte, el valor del peso molecular teórico para la proteína 
recombinante 6His-Hpa1 calculado por la herramienta bioinformática ProtParam Tool 
de ExPASy (web.expasy.org/protparam/) es de 15783 Da; por lo tanto el pico 
observado en el espectro a 15,776 kDa (Figura 5.3) corresponde a 6His-Hpa1 
ionizada por un protón (PM/+1), mientras que el pico a 7,895 kDa corresponde a la 
fracción ionizada por dos protones (PM/+2). La observación de sólo dos picos 
definidos e importantes en el espectro, los cuales pudieron asociarse a dos formas 
ionizadas de la misma proteína recombinante, permitió determinar que el grado de 
pureza de la muestra era lo suficientemente alto como para no generar artefactos en 















Figura 5.3. Espectro de masas obtenido para la proteína recombinante 6His-Hpa1 purificada. Se pueden observar los dos picos 
correspondientes la ionización de la proteína por uno y dos protones, con sus valores de masa/carga (m/z) correspondientes. 
 
Se procedió entonces, al estudio del plegamiento de Hpa1 evaluado a través 
de espectroscopia de dicroísmo circular (CD) en el intervalo de longitudes de onda 
desde 190 a 260 nm (UV lejano), donde las uniones peptídicas absorben la luz 
circularmente polarizada generando los espectros característicos para cada tipo de 
estructura secundaria (Hélice D, Lámina E, Ovillo estadístico). El ensayo de CD (ver 
Materiales y Métodos 3.5.5.) se realizó para la proteína 6His-Hpa1 a una 
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concentración 5 PM en buffer HEPES 1 mM pH 8, NaCl 2 mM. El espectro obtenido 
(Figura 5.4, línea celeste) presentó dos mínimos, uno a 210 nm y el otro a 225 nm, lo 
que determina la presencia de hélices D. El pico observado a 210 nm es más intenso 
que el de 225 nm, lo que indica además la presencia de dominios con lámina E 
(Fasman, 1996). Entre los picos encontrados se observa un pequeño máximo, el 
cual es indicativo de estructuras con D+E. Las estructuras D+E son una mezcla de 
estructuras todo D y todo E separadas, generalmente en diferentes dominios 
(Fasman, 1996). Estos resultados corroboran las predicciones obtenidas 















Figura 5.4. Espectro de CD de Hpa1 y estabilidad frente al pH. Se muestran los distintos espectros de CD obtenidos en el UV 
lejano (entre 190 nm y 260 nm) para 6His-Hpa1 previamente dializada en soluciones de pH variable. Los espectros graficados 
son representativos de 4 corridas espectroscópicas y están corregidos con respecto al buffer utilizado y a la temperatura de 
trabajo. 
 
En general, en los órganos aéreos de las plantas los valores de pH 
apoplástico más bajos reportados son cercanos a pH 4, y los más altos justo por 
encima de pH 7, aunque la gran mayoría se encuentra entre pH 5 y pH 6,5. En 
conjunto, los valores de pH reportados son mayores para las plantas dicotiledóneas 
en comparación con las monocotiledóneas, y mayores para las angiospermas que 
para las gimnospermas (Grignon y Sentenac, 1991). Por esto, y con el objetivo de 
analizar la estabilidad de Hpa1 frente al pH del medio, se realizaron los espectros de 
dicroísmo circular modificando el pH del buffer, entre 5 y 10, en el que se encontraba 
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la proteína a una temperatura de 30 ºC. Así, se logró determinar que Hpa1 mantiene 
su estructura secundaria entre los valores de pH 6 y 9 (Figura 5.4, líneas amarilla, 
violeta, celeste, y verde). Cuando Hpa1 se analizó a valores de pH menores (pH 5), 
se encontró que la proteína comenzó a precipitar en el proceso de diálisis; de todas 
formas, agitando previamente la cubeta con esta muestra se prosiguió con la 
obtención del espectro de CD, teniendo éste casi los mismos picos obtenidos en las 
otras condiciones de pH. Sin embargo, estos picos presentaron intensidades 
menores y con una inversión en las magnitudes de los mismos, siendo de mayor 
intensidad el ubicado a los 227 nm respecto al ubicado a los 212 nm (Figura 5.4, 
línea negra). Este espectro es indicativo de la presencia de estructuras D/E (Fasman, 
1996). Las estructuras D/E están formadas de una combinación de estructuras 
alternadas D y E a lo largo de la cadena polipeptídica (Fasman, 1996). Por último, al 
analizar el espectro producido a pH 10, se encontró el mismo patrón que el 
producido a pH 8, con sólo diferencias en la intensidad de los picos a 210 nm y 225 
nm, lo que es indicativo de una mayor abundancia de cada una de las estructuras 
D+E discutidas anteriormente (Figura 5.4, línea roja). Todos los espectros mostrados 
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5.3. Hpa1 es capaz de formar fibras de tipo amiloides in vitro 
Oh y colaboradores, usando una variedad de técnicas como cromatografía de 
exclusión molecular, espectroscopía de dicroísmo circular, tinción con rojo congo, y 
resistencia a proteasas, demostraron que HpaG de Xag oligomerizaría primero como 
tetrámero, luego espontáneamente formaría fibrillas ricas en láminas E, y finalmente 
fibras de tipo amiloides, y que la HR desarrollada por esta proteína en plantas no 
hospedadoras es dependiente de esta estructura amiloide (Oh et al., 2007). Debido 
a que Hpa1 es muy similar a HpaG de Xag (Figura 4.1), se decidió analizar la 
capacidad de Hpa1 para formar este tipo de estructuras. Para este fin, se realizó el 
ensayo de unión a rojo congo (CR). 
El CR es un colorante ampliamente utilizado en la detección de fibras 
amiloides ya que, entre otras características, su espectro de absorción se ve 
modificado al unirse a este tipo fibras, mostrando un corrimiento hacia el rojo en este 
caso (Klunk et al., 1999). Las interacciones entre el CR y las fibras amiloides han 
sido previamente caracterizadas y se ha demostrado que dependen de la 
conformación secundaria de las estructuras amiloides, específicamente de las 
estructuras ricas en láminas E. De hecho, las conformaciones de láminas E típicas 
de fibras amiloides parecen ser el factor crucial en la unión del CR, ya que otras 
proteínas que carecen o contienen una proporción menor de láminas E no se unen al 
CR (Klunk et al., 1999). Se han propuesto varios modelos mutuamente excluyentes 
para explicar la unión del CR a las láminas E de las proteínas amiloides. Uno de 
ellos declara que el CR se encontraría en una posición perpendicular a la cadena 
principal del péptido de la proteína amiloide, interactuando con las cadenas 
aminoacídicas laterales cargadas positivamente. Otro, que el CR se encontraría 
paralelo a la cadena principal del péptido y se intercalaría entre dos láminas E. Un 
tercer modelo predice que el CR se uniría directamente a las cadenas laterales de 
una sola lámina E. El componente clave común a todos los modelos es la idea de 
que existe una interacción estequiométrica y saturable entre el CR y la fibra 
amiloide. Esta interacción conduce a un cambio en las características espectrales 
del colorante por razones que aún no se comprenden completamente. Sin embargo, 
el desplazamiento espectral inducido por esta interacción estequiométrica y 
saturable permite la cuantificación precisa y absoluta de la concentración del 
complejo CR-fibra amiloide (Klunk et al., 1989; Carter y Chou, 1998; Cavillon et al., 
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1997). 
Se procedió entonces a la realización del ensayo por espectroscopía de luz 
visible del CR sólo, y unido a posibles fibras amilodes de Hpa1 (ver Materiales y 
Métodos 3.5.6.), obtenidas agitando una solución de esta proteína por 30 horas 
utilizando una microbarra y un agitador magnético. Al igual que ocurre con otros 
harpin (Oh et al., 2007), las fibras formadas por Hpa1 de Xac se unieron al colorante 
presentando un desplazamiento hacia el rojo en su espectro, el cual mostró una 
diferencia máxima de la absorbancia respecto a la curva de CR sólo 
aproximadamente a los 540 nm (Figura 5.5 A). Por otro lado, se utilizó la proteína 
Trx-6His como control, la que contrariamente a Hpa1, no se unió al colorante CR 





Figura 5.5. Hpa1 forma fibras amiloides, reveladas por la unión a rojo congo (CR) y espectroscopía visible. Espectros de 
absorbancia de una solución de CR en ausencia (línea de trazos cortos) y presencia (línea de trazos largos) de posibles fibras 
de 6His-Hpa1 (A) y de Trx-6His (B), corregidos respecto a los espectros de cada proteína sola, respectivamente. Las líneas de 
puntos indican, para cada proteína analizada, la diferencia entre el espectro de CR con proteína y CR sólo. Cada espectro 
mostrado es el resultado de la acumulación de tres corridas espectroscópicas. (C) Estructura de una molécula de rojo congo. 
 
Otra forma de corroborar la formación de fibras amilodes, es realizando un 
ensayo de tinción con CR analizando, a través de microscopía de luz polarizada, el 
fenómeno de birrefringencia. En la década de 1920 Benhold y Divry establecieron 
que el CR se unía a estructuras amiloides en secciones de tejidos animales, y 
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demostraron que en estas condiciones el mismo presenta una birrefringencia verde-
manzana característica bajo polarizadores cruzados. Desde entonces, esta 
birrefringencia característica se ha utilizado como método de diagnóstico para las 
enfermedades neurodegenerativas que se desarrollan a través de la formación de 
fibras amiloides (Khurana et al., 2001). En este ensayo, y debido a la naturaleza 
estructurada de estas fibras, las moléculas del colorante se orientan en una posición 
determinada. Cuando se incide luz polarizada sobre fibras amiloides teñidas con CR, 
se puede observar un color verde-manzana colocando un segundo polarizador (en el 
ocular) orientado a 90º del primero (ver Materiales y Métodos 3.5.7.). Así, se realizó 
este ensayo con una muestra de fibras de 6His-Hpa1 y, como control, también se 
realizó el ensayo con la proteína Trx-6His. De esta forma, sólo Hpa1 produjo el 
efecto de birrefringencia verde-manzana esperado (Figura 5.6). Por el contrario, la 
proteína Tiorredoxina no tuvo tal efecto, aún cuando del ensayo para ésta se realizó 














Figura 5.6. Birrefringencia de Hpa1. Microfotografías de fibras de Hpa1 teñidas con CR y visualizadas con luz simple 
polarizada y con luz doble polarizada. Se observa detalladamente el efecto birrefringente característico verde-manzana 
esperado. La barra representa 40 Pm. 
 
Se ha informado anteriormente que proteína harpin HrpZ de P. syringae forma 
diversos oligómeros, hasta octámeros o decámeros (Chen et al., 1998; Tarafdar et 
al., 2009), y que también puede formar grandes estructuras oligoméricas, de por lo 
menos 16 unidades de monómeros (Haapalainen et al., 2011). Con la intención de 
determinar el tamaño de las fibras producidas por Hpa1 y la existencia de 
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estructuras oligoméricas intermedias, se procedió a realizar un ensayo de filtración 
en gel utilizando una columna de exclusión molecular de muestras de fibras de la 
misma (ver Materiales y Métodos 3.5.3.). De esta forma, se logró determinar que las 
fibras de Hpa1 son de un tamaño muy superior al encontrado para la proteína 
purificada recientemente, determinándose además que aparentemente no están 
presentes otras estructuras oligoméricas superiores a la tetramética. Sólo se logra 
observar un pequeño “hombro”, indicativo quizás de la existencia de fibrillas. De 
hecho, se puede observar que casi toda la proteína se mueve por fuera de los poros 
de matriz, saliendo prácticamente en el volumen muerto de la columna. Se puede 
decir entonces que al llegar al estadío de fibras no existen oligómeros intermedios 
de bajo peso molecular, sino que es un conjunto heterogéneo de distintas 
estructuras de alto peso molecular. Si bien se observa un pequeño pico del peso 
molecular tetramérico en la muestra de fibras, el mismo es de una intensidad muy 
baja, lo que indica que el proceso de fibrilación es un proceso que conlleva a la 
pérdida casi total de las conformaciones oligoméricas de bajo peso molecular, al 















Figura 5.7. Perfil de salida de la columna de exclusión molecular Superdex 200. Se sembró una alícuota de Hpa1 
recombinante recientemente purificada (línea de trazo cortado), y una alícuota de fibras de Hpa1 (línea de trazo continuo). Se 
puede observar que no sólo cambian las intensidades de los picos para cada caso, sino también lo hacen las relaciones entre 
ellos. 
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5.4. Cinética de formación de fibras de Hpa1 in vitro 
Tal como se detalló en el capítulo anterior, la expresión del gen hpa1 es 
temprana tanto durante el proceso infectivo en el apoplasto vegetal como sobre la 
superficie de hojas de naranja (Figuras 4.14 y 4.15). Además, Hpa1 de Xac es 
secretada en forma dependiente del SST3 de la bacteria (Figura 4.22), de la misma 
forma que lo hacen otras proteínas harpin (Galán y Collmer, 1999). Por otra parte, la 
HR desarrollada por su homólogo HpaG de Xag en plantas no hospedadoras es 
dependiente de la formación de su estructura amiloide, por lo tanto también 
dependiente del proceso de oligomerización y maduración de las fibras (Oh et al., 
2007). Debido a esta importancia, se decidió realizar un estudio de la cinética de 
formación de fibras amiloides por parte de Hpa1 de Xac. 
El compuesto Tioflavina T (Thio-T) es un colorante altamente específico 
ampliamente utilizado para visualizar y cuantificar la presencia de agregados de 
amiloides, tanto ex vivo en tejidos animales como in vitro (Khurana et al., 2005). Los 
ensayos desarrollados ex vivo se refieren a la experimentación realizada sobre 
tejidos de un organismo en un entorno externo. Las diferencias existentes entre los 
tejidos animales y vegetales hace que los ensayos realizados ex vivo en estos 
últimos utilizando Thio-T sean muy dificultosos de llevarse a cabo, por lo tanto se 
optó por utilizar un ensayo in vitro. Cuando este colorante fluoróforo se une a 
estructuras ricas en láminas E (como lo son las fibras amiloides), el mismo muestra 
un aumento de intensidad en el pico de emisión de fluorescencia a ~485 nm. Debido 
a ello, este colorante puede ser utilizado para hacer el seguimiento de formación de 
fibras amiloides a partir de proteínas frescas en solución (LeVine, 1993; Khurana et 
al., 2005). En base a esta característica, nos propusimos realizar un análisis de la 
cinética de formación de fibras de Hpa1, y de esta forma tener mayor información 
sobre la función de esta proteína en el ambiente de la planta. Este análisis se realizó 
como es descrito por Fernández y colaboradores (Fernández et al., 2004) (ver 
Materialies y Métodos 3.5.8.). En síntesis, se tomaron muestras de solución de 
proteína recién preparada (fracción tetramérica) y se incubaron en distintas 
condiciones en viales de vidrio bajo agitación constante con microbarras magnéticas. 
Las condiciones analizadas consistieron en utilizar dos temperaturas (28 ºC y 37 ºC) 
y dos medios para la incubación (buffer Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM y el medio 
de cultivo mimetizador del apoplasto vegetal XVM2). La necesidad de utilizar el 
medio XVM2 se debió a que, por motivos prácticos de la técnica, se requirieran 
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volúmenes relativamente altos de líquido apoplástico. Se tomaron alícuotas (7,5 Pl) a 
diferentes tiempos y se añadieron a 2 ml de una solución 10 PM de Thio-T en MES 
50 mM, pH 6,5. Utilizando una cubeta de cuarzo, se excitó esta mezcla a 446 nm y 
se generó el espectro de emisión registrado a través de un espectrofluorómetro, 
tomando en cuenta el valor del pico de emisión cercano a 480 nm. Posteriormente, 
estos valores de fluorescencia fueron normalizados utilizando el menor y el mayor 
valor obtenido, y graficados con respecto al tiempo (Figura 5.8) (Fernández et al., 
2004). Ajustando la gráfica a una curva sigmoidea, se logró obtener el punto de 
inflexión o punto medio (tm) de cada una de las gráficas para las condiciones 
analizadas. Este valor es representativo para la proteína en cada condición, y señala 
el tiempo necesario para que la población de fibras alcance la mitad de su 
crecimiento. Así se logró determinar que Hpa1 forma fibras con mayor velocidad a 
37 ºC que a 28 ºC en buffer Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, hecho que es esperado 
debido al aumento en la energía cinética de las moléculas de proteína. También se 
determinó la cinética de agregación a 28 ºC en el medio XVM2 y se observó que, a 
pesar de ser levemente más lenta que en buffer, en este medio que mimetiza el 
apoplasto vegetal también se produce la agregación (Figura 5.8). Otra observación 
que deriva del gráfico es que las pendientes a 28 ºC son iguales tanto en buffer Tris 
50 mM pH 8, NaCl 150 mM como en XVM2; y que la diferencia observada en el tm 
para cada caso se debe a una fase “Lag” (fase de inicio donde mayoritariamente se 
forman estructuras oligoméricas) más larga en el caso del medio de cultivo XVM2, 



























Figura 5.8. Cinética de agregación de fibras amiloides de Hpa1 seguida con Tioflavina T. Se muestran los gráficos de 
Fluorescencia de Thio-T normalizada vs. Tiempo para cada condición analizada; Tris 50 mM pH 8, NaCl 150 mM a 37 ºC 
(círculos blancos) y 28 ºC (círculos negros), y medio XVM2 a 28 ºC (triángulos blancos). Para todas las condiciones analizadas 
se muestran los valores ajustados a una curva sigmoidea y los valores correspondientes a los puntos de inflexión (tm). Se 
muestra además, en el sector superior izquierdo, la estructura de una molécula de Tioflavina T. 
 
Como se comentó anteriormente, Hpa1 tiene predicha en su estructura dos 
regiones de hélices D y una pequeña lámina E ubicada en la región amino terminal 
(Figura 5.3), aunque se sabe que las fibras amiloides son muy ricas en estructuras 
con láminas E. Con el objetivo de poder seguir en el tiempo estos cambios 
conformacionales de hélice D a lámina E, y así poder comprender mejor el proceso 
cinético de formación de fibras, se decidió determinar las distintas estructuras 
secundarias mediante el uso de espectroscopía de dicroísmo circular en la región de 
190 nm a 260 nm a través del tiempo (ver Materiales y Métodos 3.5.5.). Así, se 
colocó 6His-Hpa1 recién preparada (fracción tetramérica) a una concentración 50 PM 
en buffer HEPES 10 mM pH 7, NaCl 20 mM en un vial de vidrio junto con una 
microbarra magnética y se la colocó a 28 ºC en agitación constante. Las pruebas 
realizadas con el medio XVM2 sólo (sin proteína) presentaron diversos picos en los 
espectros de CD, debido a que alguno de sus componentes absorbe luz polarizada 
circularmente. Esto obligó a utilizar un buffer regulado a un pH similar al de este 
medio, pero con una composición mucho más sencilla. A lo largo de casi 2 días se 
tomaron distintas alícuotas, se diluyeron 1:10 en agua destilada y se tomaron los 
espectro de CD correspondientes. De esta forma, se logró captar los cambios 
estructurales que sufre la proteína desde su estado inicial, una estructura secundaria 
que presenta hélices D y láminas E, a una conformación más parecida a la del tipo 
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todo lámina E (Figura 5.9), la cual se caracteriza por tener un sólo pico negativo 
entre los 215 nm y los 225 nm (Fasman, 1996). El ensayo también se realizó 
utilizando fibras ya formadas (chequeadas por otros ensayos), las cuales 
presentaron un espectro muy similar al obtenido a las 44 horas de iniciado el ensayo 
















Figura 5.9. Cambios de conformación en el tiempo de Hpa1 seguido por dicroísmo circular. Se muestran los distintos espectros 
de CD obtenidos entre 190 nm y 260 nm para las alícuotas de proteína extraídas a lo largo del tiempo. Se pueden observar 
notablemente los cambios en la forma de las curvas, ubicando los más importantes entre las 4 horas y las 13 horas. En línea 
de trazos negra se muestra el espectro de CD obtenido utilizando como muestra fibras maduras de Hpa1. Los espectros 
graficados son representativos de 4 corridas espectroscópicas y están corregidos con respecto al buffer utilizado a la 
temperatura de trabajo. 
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5.5. Estabilidad de Hpa1 frente a la temperatura seguida a través de dicroísmo 
circular 
Como se ha mencionado anteriormente, en términos generales, las proteínas 
harpin son proteínas ricas en residuos de glicina, que carecen de residuos de 
cisteína, que se secretan al medio de cultivo cuando se expresa el SST3, y que 
poseen actividad inductora de HR termoestable cuando se infiltran en hojas de 
diversas plantas no hospedadoras (Alfano y Collmer, 1997). Todas estas 
características fueron corroboradas para Hpa1 de Xac (Figuras 4.1, 4.5 y 4.22). Con 
el objetivo de determinar la estabilidad de Hpa1 frente a la temperatura, y basados 
en los cambios conformacionales que sufre esta proteína a lo largo del tiempo, se 
decidió analizar la estabilidad térmica de tanto la proteína purificada recientemente 
(fresca), como también de las fibras maduras (fibras). Para ello se siguieron los 
cambios conformacionales utilizando espectros de dicroísmo circular partiendo, en 
cada caso, desde temperaturas bajas (10 ºC) hasta temperaturas altas (100 ºC). Por 
otro lado, también se obtuvieron los espectros correspondientes al enfriamiento de 
las muestras, partiendo de altas temperaturas hasta llegar a bajas (desde 100 ºC 
hasta los 10 ºC). A cada temperatura se obtuvo un espectro de CD en el rango 190 
nm a 260 nm (ver Materiales y Métodos 3.5.5.), y una vez terminado cada ensayo, 
se graficaron estos espectros a través del gradiente térmico. Así, se determinó que 
la proteína fresca a bajas temperaturas posee la conformación D+E ya definida 
anteriormente, la cual se pierde al aumentar la temperatura, tornando a espectros 
más parecidos a los encontrados en proteínas con dominios sin estructura definida 
(ovillo estadístico) (Figura 5.10, superior izquierda). Cuando esta muestra es 
previamente calentada, y luego se desciende la temperatura, los espectros 
obtenidos muestran un proceso inverso de reestructuración a la conformación D+E. 
Esto sugiere que cuando la proteína es purificada recientemente (fresca) el proceso 
de desnaturalización/renaturalización es reversible (Figura 5.10, superior derecha). 
Por otro lado, el calentamiento de las fibras de Hpa1 indica que aquí también se 
pierde la estructura rica en láminas E (pérdida del pico cercano a los 220 nm) para 
alcanzar una estructura de ovillo estadístico (Figura 5.10, inferior izquierda). Notable 
e interesantemente, cuando las fibras son previamente calentadas, y luego se 
desciende la temperatura, los espectros obtenidos indican que la proteína toma 
conformaciones más similares a las alcanzadas por la proteína fresca 
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(conformaciones del tipo D+E) (Figura 5.10, inferior derecha), y no similares a las de 
todo lámina E. Esto está indicando que, en el caso de las fibras, el proceso de 
desnaturalización/renaturalización no es reversible, generándose (en el proceso total 
de calentamiento/enfriamiento) el cambio conformacional desde una estructura de 




Figura 5.10. Gráficos en tres dimensiones de los espectros de CD versus temperatura. Se muestran los ensayos realizados 
para la proteína Hpa1 recientemente purificada (fresca) al ser calentada (Superior izquierda) y enfriada (Superior derecha); y 
los realizados para el caso de las fibras de Hpa1 al ser calentadas (Inferior izquierda) y enfriadas (Inferior derecha). Las 
flechas indican el sentido en el que se varió la temperatura durante los respectivos ensayos. 
 
Los estudios de análisis del plegamiento de proteínas por lo general se 
realizan utilizando los valores de elipipticidad (u otra unida de CD) a 220 nm, ya que 
los datos en longitudes de onda más altas suelen tener menor absorción y mayor 
relación señal a ruido. De esta forma, se pueden tomar los respectivos valores para 
las condiciones a analizar, y realizar un gráfico de elipticidad normalizada con 
respecto a la temperatura (Greenfield, 2006). Haciendo un análisis de estas curvas 
de fusión, se logró determinar la tmelting (temperatura necesaria para comenzar con la 
desnaturalización de la muestra) para los casos de calentamiento de tanto Hpa1 
fresca como fibra (Figura 5.11). Se puede destacar que las mismas son muy 
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similares para ambas muestras. Es decir, que la estabilidad frente al calentamiento 
es similar tanto para Hpa1 recientemente purificada como para Hpa1 en fibras, 
existiendo una diferencia de temperatura muy pequeña entre ambas. Esto indica que 
la estabilidad térmica de al menos la proteína harpin Hpa1 de Xac, no está asociada 














Figura 5.11. Gráficos del valor de CD a 220 nm normalizado de cada espectro realizado de la Figura 5.10 vs. Temperatura a la 
que se obtuvo. Cada serie de valores se ajustó a una curva sigmoidea, y se obtuvo el valor del punto de inflexión de la misma, 
tmelting, indicado en el recuadro inferior derecho. 
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5.6. Análisis de la capacidad de formación de fibras de las regiones amino 
terminal y carboxilo terminal de Hpa1 
La proteína harpin Hpa1 de X. oryzae pv. oryzae, también posee predichas en 
su secuencia dos regiones de hélices D, tal como lo hace Hpa1 de Xac (Figura 5.2). 
La hélice D ubicada en el extremo amino terminal está implicada en la formación de 
agregados (Wang et al., 2007). Por otro lado, una mutación en esta región pero en 
HpaG de Xag, HpaG (L50P), genera una forma de la proteína que no posee 
estructuras de hélices D, no forma tetrámeros ni otros oligómeros, y en última 
instancia tampoco desarrolla fibras de tipo amiloides (Oh et al., 2007). Aunque estas 
regiones de las proteínas harpin han sido identificadas hace varios años, pocos 
estudios se han realizado para examinar la hélice D predicha ubicada en la región 
carboxilo terminal. Respecto a esto, Oh y colaboradores mostraron que diversas 
mutaciones desestructurantes en esta región no afectan la capacidad de desarrollo 
de formación de fibras amiloides, y sugirieron que debido a que la mutante HpaG 
(L50P) muestra una estructura desordenada, la hélice D predicha ubicada en el 
extremo carboxilo terminal no formaría una estructura helicoidal en forma 
espontánea; sin embargo, y a través de otros ensayos, indicaron que estaría 
modulando la velocidad de formación de fibras de HpaG, sugiriendo una posible 
interacción intramolecular entre las hélices D de ambas regiones (Oh et al., 2007). 
Por lo tanto, a continuación se decidió analizar si los dominios amino terminal 
y carboxilo terminal de Hpa1 de Xac están involucrados en la formación de fibras. 
Así, se expresaron y purificaron ambos dominios, Hpa11-57 y Hpa158-137, fusionados a 
la proteína Trx a través del uso del vector de expresión pET32a, ya que su expresión 
sin esta última en el vector pET28a no pudo ser lograda, aún modificando una gran 
variedad de condiciones tanto en la inducción como en el proceso de purificación, 
probablemente debido a una labilidad intrínseca. Se realizaron ensayos de unión a 
CR (ver Materiales y Métodos 3.5.6.) utilizando los fragmentos purificados Hpa11-57 y 
Hpa158-137 de esta proteína harpin. El hecho de que estos fragmentos estén 
expresados como proteínas de fusión a Trx no presenta ningún inconveniente ya 
que, como se demostró previamente, esta proteína no genera fibras amiloides, 
invariando los espectros de CR (Figura 5.5). Al igual que ocurrió con Hpa1 en su 
secuencia completa, las muestras del fragmento Hpa11-57 se unieron al colorante, 
mostrando un desplazamiento hacia el rojo en el espectro del mismo, aunque con 
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una diferencia máxima en la absorbancia entre las curvas de CR unido a fibras y CR 
sólo a una longitud de onda menor que los 540 nm (Figura 5.12 A), valor observado 
para Hpa1 completa (Figura 5.5). Por otro lado, las muestras del fragmento Hpa158-
137 no se unieron al colorante CR, teniendo un espectro prácticamente idéntico al 
obtenido con el colorante solo (Figura 5.12 B). Este resultado sugiere que Hpa11-57, 
si bien no lo hace de la misma forma que la proteína completa, también puede 




Figura 5.12. Análisis de los fragmentos de Hpa1 para la formación de fibras amiloides, reveladas por la unión a rojo congo 
(CR) y espectroscopía visible. Espectros de absorbancia de una solución de CR en ausencia (línea de trazos cortos) y 
presencia (línea de trazos largos) de muestras de Hpa11-57 (A) y de Hpa158-137 (B), corregidos respecto a los espectros de cada 
proteína sola. Las líneas de puntos indican, para cada proteína analizada, la diferencia entre el espectro de CR con proteína y 
CR solo. Cada espectro mostrado es el resultado de la acumulación de tres corridas espectroscópicas. 
 
La formación de fibras amiloides de los fragmentos Hpa11-57 y Hpa158-137 
también se analizó por tinción con CR y ensayo del efecto de birrefringencia (ver 
Materiales y Métodos 3.5.7.) mencionado anteriormente. De esta forma, se observó 
que sólo Hpa11-57 se tiñó y produjo el efecto de birrefringencia verde-manzana 
esperado (Figura 5.13). Por el contrario, el fragmento Hpa158-137 no tuvo tal efecto. 
Aún cuando la preparación del ensayo para éste se realizó con mayor cantidad de 
proteína, no se observó unión de la muestra al colorante; por el contrario, durante el 
proceso de tinción la muestra se disolvió indicando y corroborando así que este 



















Figura 5.13. Birrefringencia de Hpa11-57. Microfotografías de fibras de Hpa11-57 teñidas con CR y visualizadas con luz simple 
polarizada y con luz doble polarizada. Se observa detalladamente el efecto de birrefringente verde-manzana esperado. La 
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5.7. Contribución de las regiones amino terminal y carboxilo terminal de Hpa1 
a la inducción de HR en plantas no hospedadoras, formación de cancros y 
agregación bacteriana 
En vista a los resultados anteriores, se decidió evaluar si la reacción de HR y 
la capacidad de agregar células bacterianas de Hpa1 son dependientes de su 
estructura fibrilar. Para tal fin, se utilizaron los dominios Hpa11-57 y Hpa158-137 
separadamente en estos ensayos. 
Al analizar el efecto que producen estos dominios en plantas no 
hospedadoras, ambas regiones de la proteína indujeron HR en tabaco, pimiento y A. 
thaliana de los cultivares Col-0, Ler, Ws, Nossen y C24 (Figura 5.14). Aquí también 
se procedió a infiltrar las proteínas a diversas concentraciones con la intención de 
determinar la sensibilidad a cada uno de los dominios (ver Materiales y Métodos 
3.9.1.). La infiltración de los dominios en hojas de pimiento y tabaco mostró las 
típicas lesiones de HR a partir de 1 PM y 2,5 PM, respectivamente. En el caso de A. 
thaliana, se infiltraron mitades de hojas de los cultivares Col-0, Ler, Ws, Nossen y 
C24 con cada dominio a una concentración 5 PM, y en todos los casos se visualizó 
el desarrollo de una HR (Figura 5.14). Teniendo en cuenta que la proteína completa 




































Figura 5.14. Contribución de los dominios amino y carboxilo terminales de Hpa1 a la respuesta de plantas no hospedadoras. 
Hpa11-57 y Hpa158-137 provocan HR en el tabaco, pimiento y A. thaliana Col-0, Ler, Ws, Nossen y C24 en las concentraciones 
indicadas. Las barras indican 1 cm. 
 
A fin de analizar la contribución de estos dominios a la formación de cancros 
por parte de Xac, ambos péptidos fueron co-infiltrados a una concentración 5 PM 
junto con la cepa Xac tipo salvaje a 5x103, 1x105 y 5x106 UFC/ml. Significativamente 
se observó un mayor número de cancros en presencia de Hpa11-57, mientras que no 
se observaron diferencias significativas cuando la infiltración se realizó junto con 
Hpa158-137 (Figura 5.15 A y B). A la concentración bacteriana más baja utilizada 
(5x103 UFC/ml) no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos 
(con y sin cada uno de los dominios), probablemente debido a la aleatoriedad y/o a 
la baja cantidad de cancros observados en esta concentración de inóculo bacteriano 
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Figura 5.15. Contribución de los dominios amino y carboxilo terminales de Hpa1 a la virulencia de Xac. (A) Hpa11-57 mejora la 
virulencia de Xac en hojas de cítricos, mientras que Hpa158-137 no lo hace. Las mitades izquierdas de las hojas fueron co-
infiltrados con Xac y Trx-6His a una concentración 5 PM como control, y las mitades derechas fueron co-infiltrados con los 
péptidos de fusión a una concentración 5 PM cada uno. La barras indican 1 cm. (B) Cuantificación del número de cancros en 
hojas de cítricos inoculados como se describe en (A). Las barras son la media de seis hojas ensayadas y las barras de error 
son las desviaciones estándar. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. 
 
Para analizar la contribución de los dominios a la agregación bacteriana, se 
llevó a cabo el mismo ensayo realizado anteriormente con la proteína completa, 
incubando en un portaobjetos por 3 horas cada uno de los dominios a una 
concentración 5 PM con Xac tipo salvaje expresando GFP crecida en XVM2 con 
agitación a 28 ºC, para luego visualizar el preparado por microscopía confocal láser 
de barrido (ver Materiales y Métodos 3.6.2.). De acuerdo con los resultados 
anteriormente comentados, sólo Hpa11-57 causó agregación bacteriana de células de 
Xac, visualizado por microscopía confocal; mientras que la región carboxilo terminal 
sólo produjo raramente algunos agregados, siendo estos además pequeños (Figura 
5.16). Pese a estas observaciones, es necesario aclarar que los agregados 
obtenidos con la proteína Hpa1 completa fueron de un tamaño considerablemente 
mayor (Figura 4.20 B) que los observados con la región amino terminal. También es 
interesante el hecho de que cuando este ensayo se realizó utilizando ambos 
fragmentos de Hpa1 al mismo tiempo, los agregados bacterianos obtenidos tampoco 
fueron del tamaño desarrollado por la proteína completa (datos no mostrados). Esto 
sugiere que se requiere de toda secuencia de la proteína Hpa1 para observar una 
completa actividad de agregación por parte de la misma. Como control, se incubaron 
las bacterias con la proteína Trx-6His, nuevamente no observándose ningún 
agregado (Figura 5.16). 
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Figura 5.16. Contribución de los dominios amino y carboxilo terminales de Hpa1 a la agregación de Xac. Fotografías 
representativas de microscopía confocal láser de barrido de Xac tipo salvaje expresando la proteína verde fluorescente (GFP) 
incubadas por 3 horas a 28 ºC con Trx-6His (Control), Hpa11-57 y Hpa158-137 a una concentración de 5 PM. 
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5.8. Discusión 
Varias funciones han sido atribuidas a las proteínas harpin de fitopatógenos. 
Uno de los más caracterizado es su capacidad para unirse a las membranas 
celulares y formar poros conductores de iones (Engelhardt et al., 2009; Haapalainen 
et al., 2011; Lee et al., 2001). Aunque se ha determinado que pueden modular la 
formación de canales iónicos (Lee et al., 2001; Reboutier et al., 2007), la base 
bioquímica de la desestabilización de la membrana celular vegetal por harpin es aún 
desconocida. Es de destacar que la característica prominente de las harpin es su 
alto contenido de residuos de glicina, que desempeña un papel importante en la 
unión de membranas hidrófobas (Kourie y Henry, 2002). Además, se ha demostrado 
que la región rica en glicinas de la proteína E Amiloide modula la estructura 
secundaria de láminas E de la proteína, así como la actividad citotóxica y la 
agregación (Pike et al., 1995). En este contexto, se ha demostrado que HpaG de 
Xag, en condiciones similares al apoplasto vegetal, puede formar oligómeros 
esféricos biológicamente activos, protofibrillas y fibrillas ricas en láminas E, y que la 
forma fibrilar de HpaG es amiloide (Oh et al., 2007). Otras harpin, como HrpN de E. 
amylovora y HrpZ de P. syringae, también pueden formar protofibrillas o fibrillas 
curvilíneas, y se ha sugerido que la amiloidogénesis es una característica común de 
las proteínas harpin (Oh et al., 2007). Además, HpaG de Xag comparte 
características bioquímicas comunes con las proteínas relacionadas con 
enfermedades amiloides animales responsables de la degeneración neuronal y la 
muerte celular, lo que sugiere mecanismos de acción similares en la inducción de la 
muerte celular en plantas y animales. 
Diferentes técnicas, tales como cromatografía de exclusión molecular, 
microscopía electrónica, espectroscopia de dicroísmo circular, tinción con el 
colorante rojo congo, y resistencia a proteasa se han utilizado para demostrar que 
HpaG de Xag puede oligomerizar primero como un tetrámero, a continuación, formar 
fibrillas ricas en láminas E y, finalmente, fibras de tipo amiloide (Oh et al., 2007). Por 
otro lado, la oligomerización de HrpZ1 de P. syringae fue examinada por al menos 
cuatro métodos diferentes, y todos los datos de estos ensayos mostraron que HrpZ1 
es purificada como dímero, y que puede formar oligómeros de 16 monómeros como 
máximo (Haapalainen et al., 2011). Los ensayos realizados con Hpa1 de Xac 
revelaron características similares a las observadas con las proteínas harpin 
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nombradas. Hpa1 de Xac mostró ser purificada en forma de tetrámero a partir de 
células de E. coli, aunque en el proceso de purificación también es evidente una 
pequeña población de mayor tamaño. Esto es indicativo de que el proceso de 
oligomerización puede ser espontáneo y continuo. Al analizar la estructura 
secundaria de la fracción tetramérica de Hpa1, la misma mostró ser rica en 
estructuras de hélices D, concordante con la predicción realizada previamente, y lo 
encontrado en otras proteínas harpin (Oh et al., 2007; Wang et al., 2007). Además, 
la estructura secundaria se analizó con respecto al pH, indicando que la proteína 
presenta estabilidad entre los valores de pH desde 6 a 9. Valores inferiores de pH 
generaron cambios radicales en la estructura, promoviendo la precipitación de la 
proteína. 
Al igual que HpaG de Xag, Hpa1 de Xac mostró generar fibras del tipo 
amiloides, lo que fue demostrado a través de ensayos con el colorante rojo congo, 
como el corrimiento hacia el rojo de la absorbancia del colorante y el efecto 
birrefringente característico, al estar unido a este tipo de fibras. Todos los resultados 
obtenidos a partir de los diversos ensayos realizados estarían sugiriendo que esta 
característica le confiere la capacidad de agregar células bacterianas de manera 
dependiente de su estructura fibrilar. Por otro lado, se analizó in vitro, aunque 
emulando el entorno apoplástico de la planta, la cinética de formación de estas fibras 
por parte de Hpa1 de Xac a través del uso del colorante Tioflavina T, o realizando un 
seguimiento del cambio conformacional de la proteína por espectroscopia de 
dicroísmo circular. Esto indicó que la misma tiene una cinética de formación 
relativamente rápida, lo que avala la hipótesis sobre la importancia de las proteínas 
harpin durante el proceso infectivo de los fitopatógenos. Por otro lado, una vez 
iniciado el proceso de oligomerización y formación de fibras, se observó la 
desaparición de la fracción tetramérica de Hpa1, indicando que el proceso es 
altamente favorable hacia la formación de la fibras, probablemente por un proceso 
cooperativo, aunque esto último no está aún definido, aún en sistemas amiloides 
extensamente estudiados (Jiang et al., 2012; Lam et al., 2013). Las proteínas harpin 
son estables al calor, probablemente debido a la falta de estructuras terciarias 
obvias estabilizadas por puentes de cisteína (He et al., 1993; Wei et al., 1992). 
Estudios sobre estabilidad térmica, tanto de la fracción tetramérica como de las 
fibras de Hpa1, indicaron que ambas formas son muy similares en estabilidad, 
siguiendo un camino de desnaturalización similar. Curiosamente, al calentar las 
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fibras y luego enfriarlas, produce que a bajas temperaturas las mismas tengan 
espectros similares a los obtenidos en la fracción tetramérica, mostrando una mezcla 
de estructuras de hélices D y láminas E. Todo esto indica, junto al hecho de obtener 
a Hpa1 recombinante en forma tetramérica, la existencia de alguna forma de 
estructura terciaria en esta proteína, lo que estaría en desacuerdo con lo enunciado 
previamente sobre la falta de éstas. 
 
La expresión de las regiones amino y carboxilo terminal de Hpa1 de Xac, y los 
análisis para determinar su importancia y aporte a las características observadas en 
la proteína completa, mostraron que ambas regiones son capaces de elicitar HR. 
Varias proteínas de la familia Hpa1 de diversas Xanthomonas han sido 
diseccionadas para caracterizar el péptido mínimo requerido para el desarrollo de 
HR. Por análisis mutacional en HpaG de Xag, un péptido de 23 aminoácidos, de 
Asn31 a Gln53, ha demostrado ser suficiente para inducir HR (Kim et al., 2004). 
Haciendo un análisis de la secuencia de HpaG, se puede observar que esta región 
de 23 residuos aminoacídicos contiene la secuencia con estructura de hélice D 
amino terminal predicha para esta proteína (Oh et al., 2007); lo que se cumple en 
otras proteínas harpin de otras Xanthomonas (Kim et al., 2004; Ji et al., 2011; Wang 
et al., 2007; Miao et al., 2010b). Otra observación que deriva de estas 
comparaciones es que el extremo amino terminal de esta secuencia es más 
conservado que el extremo carboxilo terminal (Figura 4.1), lo que sugiere que 
probablemente la capacidad de inducción de HR en plantas no hospedadoras está 
comandada por esta región conservada dentro de los 23 residuos. Por otra parte, 
deleciones en 12 codones para aminoácidos altamente hidrofílicos en el péptido 
equivalente de Hpa1 de Xoo causaron una pérdida del desarrollo de HR en hojas de 
tabaco (Wang et al., 2008). Además, dos mutaciones de aminoácidos individuales en 
Hpa1 de Xoo (L51P) y Hpa1 de Xooc (L53P), que destruyen la integridad de la 
región predicha de formar un estructura de hélice D, y por lo tanto inhibiendo la 
formación de oligómeros, eliminan la capacidad elicitora de HR en tabaco (Wang et 
al., 2008). Una mutante de HpaG de Xag incapaz de formar fibras del tipo amiloides 
(L50P) tampoco logró desarrollar HR, lo que indica una correlación positiva entre la 
fibrilogénesis y la actividad inductora de HR (Oh et al., 2007). En HpaXm de 
Xanthomonas malvacearum, esta actividad inductora de HR se limitó a un péptido de 
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14 residuos, LDQLLTQLIMALLQ, perteneciente a la región de hélice D amino 
terminal predicha comentada anteriormente para las otras proteínas harpin (Miao et 
al., 2010b). Hpa1 de Xac posee todas las características enunciadas recientemente 
en una región conservada localizada en su extremo amino terminal, la cual también 
posee predicha una estructura de hélice D. Al parecer, el factor desestructurante 
mayoritario es el residuo Leu50 de HpaG (o su equivalente en cada harpin), el cual 
también posee Hpa1 de Xac. En este sentido, y al igual que las otras proteínas 
harpin estudiadas de esta familia, en Hpa1 de Xac existiría una dependencia 
obligada entre la fibrilogénesis y el desarrollo de HR en plantas no hospedadoras, 
estando esto estrechamente asociado a la región de hélice D de la región amino 
terminal. 
Como se comentó anteriormente, pocos estudios se han realizado para 
examinar la hélice D predicha ubicada en la región carboxilo terminal. Oh y 
colaboradores mostraron que diversas mutaciones en esta región no afectan la 
capacidad de desarrollo de formación de fibras amiloides o de HR en plantas no 
hospedadoras, destacando que la hélice D predicha ubicada en el extremo carboxilo 
terminal no formaría una estructura helicoidal de forma espontánea (Oh et al., 2007). 
Por otro lado, Wang y colaboradores (Wang et al., 2007) demostraron que la 
deleción de la región conservada de la hélice D amino terminal de HpaG de Xag, 
Hpa1 de Xoo y Hpa1 de Xooc, produce el mismo efecto negativo sobre la producción 
de HR en estas proteínas. Contrariamente a esto, recientemente Ji y colaboradores 
(Ji et al., 2011) demostraron que el péptido correspondiente a la región con 
estructura de hélice D ubicada en el extremo carboxilo terminal de Hpa1 de Xoo, 
produce HR cuando es infiltrado en hojas de plantas de tabaco. En el presente 
trabajo de tesis, se aisló y estudió la capacidad de desarrollo de HR de la región 
carboxilo terminal de Hpa1 de Xac, la cual contiene la hélice D predicha conservada, 
y se determinó que la misma genera HR en plantas no hospedadoras, al igual que 
se observó con Hpa1 de Xoo (Ji et al., 2011). 
Tomando todos estos resultados y análisis en conjunto, se puede plantear 
una hipótesis enunciando que la hélice D carboxilo terminal poseería una capacidad 
inductora de HR innata, la cual sería inhibida o impedida de alguna forma por una 
región ubicada en el amino terminal de la proteína que no pertenece a la hélice D de 
ese extremo. Para poder explicarlo en una manera más sencilla, se llamará a la 
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hélice D amino terminal como H1 y a la carboxilo terminal como H2. Con esta 
hipótesis se podría justificar que las mutaciones desestructurantes en H1 (Oh et al., 
2007), o la deleción íntegra de la misma (Wang et al., 2007) produzcan que el resto 
de la proteína no desarrolle HR. A su vez, explicaría que H2 por su cuenta sí 
desarrolle HR (Ji et al., 2011), de la misma forma que la región analizada en este 
trabajo de tesis (Hpa158-137) lo hace. Un punto interesante sobre esta hipótesis lo 
presenta Kim (Kim et al., 2004) al estudiar la región carboxilo terminal analizando un 
péptido de HpaG de Xag desde el residuo D68 al Q133, y observando que el mismo 
no desarrolla HR. Respecto a esto, se puede decir que en este fragmento de HpaG 
faltaba una pequeña región definida por Oh y colaboradores que abarca los residuos 
Q59 a G67, la cual es flexible por ser rica en residuos de glutamina y glicina, y a la 
cual le fue sugerida una posible importancia en la interacción intramolecular entre H1 
y H2 (Oh et al., 2007). Por lo tanto, pareciera que la capacidad innata de H2 para 
generar HR es dependiente de esta pequeña región si la misma es a su vez 
expresada con el resto de la secuencia proteica carboxilo terminal, sugiriendo la 
existencia de otra región inhibidora para el desarrollo de HR por H2, probablemente 
en el extremo carboxilo terminal. De todas formas, por lo estudiado en este trabajo 
de tesis pareciera que el desarrollo de HR por parte de Hpa158-137 no dependiera de 
la formación de fibras amiloides, como fue planteado en otros trabajos. La hipótesis 
enunciada no plantea una justificación para este hecho observado, al menos de 
manera directa. Por lo tanto como perspectiva a futuro, y para poder aclarar estas 
dudas, se realizarán en nuestro laboratorio estudios diseccionando a Hpa1 de Xac 
teniendo en cuenta las distintas regiones de la proteína que aún no han sido 
caracterizadas estructural/funcionalmente, ahondando en los estudios que 
relacionan la fibrilogénesis, la agregación bacteriana y el desarrollo de HR en 
plantas no hospedadoras. 
La prácticamente indiscutible correlación entre la fibrilogénesis y la capacidad 
de desarrollar HR en plantas no hospedadoras otorgada a la región de hélice D 
amino terminal, apoyada por la gran cantidad de trabajos científicos al respecto, se 
contrapone con la falta de información disponible producto de los escasos estudios 
en los que se ha analizado la región carboxilo terminal per se de estas proteínas 
harpin, lo que plantea y demanda a futuro emplear un mayor esfuerzo abocado al 
estudio de esta región. 
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De acuerdo con la mayor probabilidad de formación de una estructura 
amiloide por parte de la región amino terminal, se observó una promoción de la 
agregación bacteriana y un aumento de la virulencia cuando este péptido fue 
analizado, lo que sugiere una importante participación de la formación de fibras 
amiloides en este proceso de agregación bacteriana. De todas formas, los efectos 
observados con la región amino terminal fueron menores a aquellos obtenidos con la 
proteína completa, lo que sugiere que la región carboxilo terminal contribuye, de 
alguna manera, a la actividad global de la proteína. 
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6. Estudios sobre HrpE, la proteína mayoritaria del Pilus Hrp 
 
6.1. Análisis in silico de las proteínas pilinas Hrp de fitopatógenos 
Diversos estudios en los que se realizaron análisis bioinformáticos sugieren 
que las principales subunidades del Pilus Hrp de fitopatógenos Gram negativos 
pueden compartir la misma organización estructural, una estructura de hélice D 
predominante (Weber et al., 2005). Los estudios comparativos con una mutante 
HrpA, la pilina de Hrp de Pseudomonas syringae pv. tomato, y el análisis del perfil de 
hidrofobicidad de varias pilinas Hrp no homólogas sugieren una arquitectura común 
entre estas proteínas de diferentes bacterias fitopatógenos (Weber y Koebnik, 2005). 
Las principales subunidades del Pilus Hrp de P. syringae pv. tomato (HrpA), 
de R. solanacearum (HrpY), y de X. campestris pv. vesicatoria (HrpEXcv) se 
ensamblan para formar estructuras de pilus que son casi idénticos en características 
dimensionales como el diámetro y la longitud (Roine et al., 1997; van Gijsegem et 
al., 2000; Weber et al., 2005). Sorprendentemente, sus secuencias no están 
conservadas, lo que implica la existencia de otras propiedades comunes, necesarias 
para su función (Weber y Koebnik, 2005), con la excepción esperada entre HrpEXac y 
HrpEXcv, donde el grado de homología es alto debido a la cercanía evolutiva de estas 
especies de fitopatógenos (Figura 6.1). Para encontrar alguna homología estructural 
entre las pilinas Hrp a pesar del la baja conservación de secuencias, se analizaron 













Figura 6.1. Identidades y similitudes de las secuencias aminoacídicas de las pilinas Hrp de cuatro fitopatógenos (HrpE de Xac, 
HrpE de Xcv, HrpY de Rs, y HrpA de Pst). Los valores se calcularon utilizando la herramienta BLASTp para análisis de dos 
secuencias. NC: No Calculado, la baja identidad entre las secuencias impidió que el programa bioinformático calcule un valor. 
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Se cree que la hidrofobicidad es una de las principales fuerzas que impulsan 
el plegamiento de las proteínas. En general, los residuos hidrófobos se localizan 
preferentemente en el core estructural de la proteína, mientras que los residuos 
polares tienden a hacerlo en la superficie de la proteína plegada (Moelbert et al., 
2004; Kyte y Doolittle, 1982). Para realizar este análisis se utilizó el programa 
computacional ProtScale Tool de Expasy (http://web.expasy.org/protscale/). Todas 
las pilinas analizadas tuvieron perfiles de hidrofobicidad muy similares, con tres 
tramos alternados hidrófilos e hidrófobos en la mitad carboxilo terminal de su 
secuencia, indicando que esta parte de la proteína contiene regiones expuestas y 
ocultas al entorno. La región cercana al residuo 40 de todas las proteínas presenta 
un tramo hidrófobo común también. Además, las regiones amino terminales 
muestran patrones de hidrofobicidad similares, y una caída pronunciada de la 
hidrofilidad entre los primeros 20 residuos de cada proteína (Figura 6.2). 
El índice de inestabilidad proporciona una estimación de la estabilidad de una 
proteína en tubo de ensayo (Gasteiger et al., 2005; Guruprasad et al., 1990). Una 
proteína cuyo índice de inestabilidad es menor que 40 se prevé como estable, y un 
valor por encima de 40 predice que la proteína puede ser inestable. Por otro lado, el 
índice alifático de una proteína se define como el volumen relativo ocupado por 
cadenas laterales alifáticas (residuos de alanina, valina, isoleucina y leucina), y 
puede ser considerado como un factor positivo para el aumento de la 
termoestabilidad de las proteínas globulares (Gasteiger et al., 2005; Akai, 1980). Los 
valores del índice de inestabilidad (HrpEXac 22,5; HrpEXcv 25,4; HrpA 18,34; HrpY 
18,3) e índice alifático (HrpEXac 77,74; HrpEXcv 72,47; HrpA 85,66; HrpY 57,44), 
calculados utilizando el programa computacional ProtParam Tool de ExPASy 
(web.expasy.org/protparam/), fueron similar en los cuatro casos. Estos hallazgos 
sugieren un plegamiento común de las subunidades de Pilus Hrp de las los cuatro 























Figura 6.2. Gráficos de hidrofobicidad de las pilinas Hrp, calculadas utilizando la herramienta ProtScale del compendio de 
programas bioinformáticos Expasy, usando la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle. Los valores están graficados 
normalizándolos con respecto a cada proteína analizada. Se destacan encerrados en óvalos los patrones de picos de baja 
hidrofobicidad conservados. 
 
Las comparaciones de la secuencia aminoacídica de HrpE de Xac con la 
base de datos de proteínas utilizando la herramienta de búsqueda de alineamiento 
local básico para proteínas (BLASTp, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ) no revelaron 
secuencias homólogas, a excepción de proteínas altamente relacionadas 
pertenecientes a otras especias del género Xanthomonas, por ejemplo, X. 
campestris pv. vesicatoria, X. oryzae pv. oryzae, X. oryzae pv. oryzicola, y X. 
axonopodis pv. glycines, entre otras. Por otro lado, del análisis por apilamiento de 
las secuencias aminoacídicas utilizando la herramienta bioinformática ClustalW 
(www.genome.jp/tools/clustalw/ ) de 10 especies de Xanthomonas, se pudo observar 
que la mitad carboxilo terminal es altamente similar, estando los últimos 24 residuos 
de todas las diferentes proteínas HrpE 100% conservados. Solamente se 
observaron cambios mínimos con dos especies de Xanthomonas, en las que un 
residuo de Asp (D) cambia a uno de Glu (E), conservando de todas formas las 
características ácidas del residuo. La alta homología en esta región entre pilinas de 
especies bacterianas con diferentes patovares, es un indicativo de que la misma 
podría estar conformando el core del Pilus Hrp, y que el resto de la secuencia 
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estaría involucrada en generar la especificidad de cada patovar, y por lo tanto más 






Figura 6.3. Apilamiento de secuencias de proteínas pilinas HrpE pertenecientes a 10 especies del género Xanthomonas. Se 
utilizó la herramienta bioinformática ClustalW. En letras rojas se muestran los residuos idénticos en todas las especies 
analizadas. Encerrado en el rectángulo verde se muestra la región carboxilo terminal altamente conservada en todas las 
proteínas HrpE. En letras naranjas se indican los residuos de Glu y Asp conservados en esta región. Xac: Xanthomonas 
axonopodis pv. citri; Xacm: Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo; Xag: Xanthomonas axonopodis pv. glycines; Xam; 
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum; Xooc: Xanthomonas oryzae pv. oryzicola; Xoo: Xanthomonas oryzae pv. oryzae; 
Xcv: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; Xcvi: Xanthomonas campestris pv. vignicola; Xca: Xanthomonas campestris pv. 
armoraciae; Xcr: Xanthomonas campestris pv. raphani; Xhc: Xanthomonas hortorum pv. carotae; Xap: Xanthomonas 
axonopodis pv. punicae. 
 
Hasta la fecha no existe un modelo cristalográfico que esquematice la 
estructura espacial de HrpE u otras proteínas pilinas. Por esto, se decidió realizar 
una predicción de la estructura utilizando programas bioinformáticos disponibles 
para tal fin. Así, se utilizó la secuencia aminoacídica de HrpE de Xac en programas 
computacionales como Phyre2 (www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) y PSIPred 
(www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Las predicciones realizadas por ambos 
programas indicaron que HrpE no contiene ningún dominio con estructuras de 
láminas E. Por el contrario, es altamente rica en dominios hélices D, más aún en la 
mitad carboxilo terminal donde se predicen, dependiendo del programa 
computacional utilizado, entre 3 y 4 hélices D desde el residuo Gln41. La región 
amino terminal sólo mostró poseer 1 o 2 hélices D, aunque estas predicciones fueron 
controversiales entre los programas bioinformáticos, habiendo diferencias 
principalmente en los grados de confianza de la predicción. De todas formas, ambos 
programas indicaron que gran parte de la región amino terminal se predice como 
desordenada (Figura 6.4). El hecho de que la región carboxilo terminal sea 
altamente conservada (Figura 6.3), y que la misma presente un estructura 
secundaria predicha con una confianza de predicción alta, apoya la idea de que esta 
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Figura 6.4. Boceto de la estructura secundaria predicha de la proteína HrpE de Xac. Se muestra la secuencia de la proteína en 
su totalidad. Las predicciones se realizaron utilizando los servidores de predicción de estructura secundaria de proteínas 
Phyre2 y PSIPred como se detalla en el texto. Se muestran las regiones de la proteína que tienen estructuras de hélices D, y 
en barras verticales azules el grado de confianza en la predicción, tal como es representado por PSIPred. 
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6.2. Expresión y purificación de la proteína HrpE de Xac 
Como se mencionó anteriormente, en otras especies de bacterias 
fitopatógenas se ha demostrado que HrpE es la principal proteína componente del 
Pilus Hrp, una estructura organelar de la que se conoce actualmente en detalle su 
rol en la secreción de proteínas de patogenidad (Büttner y Bonas, 2002 y 2006). Sin 
embargo, no existen estudios acerca de otros posibles roles para este pilus, o de sus 
proteínas componentes (HrpE, HrpF y HrpB2). Por este motivo, en este trabajo de 
tesis se plantearon diversos objetivos con la intención de analizar y encontrar 
nuevos posibles roles para HrpE, evaluando los efectos que esta proteína produce 
en las plantas, tanto hospedadoras como no hospedadoras. 
Con la intención de realizar los estudios planteados, se decidió comenzar con 
el clonado, la expresión, y purificación de la proteína HrpE de Xac. Para ello, a partir 
de una preparación de ADN genómico de Xac (ver Materiales y Métodos 3.3.2.) se 
amplificó por PCR el gen hrpE utilizando el par de oligonucleótidos cebadores 
específicos (Tabla 3.4). Posteriormente el producto de amplificación obtenido se 
clonó entre los sitios de restricción BamHI y HindIII del vector de expresión pET28a 
(ver Materiales y Métodos 3.4.1.), dando el vector pET28a-hrpE, al cual se le verificó 
el correcto marco de lectura del gen insertado por secuenciación. El vector 
construido permite expresar la proteína de fusión con una cola de residuos de 
histidina colocada en el extremo amino terminal, 6His-HrpE, y permite la purificación 
de la misma por cromatografía de afinidad, utilizando columnas que poseen cationes 
divalentes, como Ni2+. Para analizar la expresión, y sabiendo por publicaciones en la 
bibliografía de la dificultad de lograrlo con este tipo de proteínas, el vector se 
transformó en una gran variedad de cepas de E. coli disponibles en el laboratorio por 
transformación química, incluyendo BL21 pLysS, BL21 Codon Plus, C41, y las cepas 
BL21 pLysS conteniendo vectores sobreexpresantes de diversas proteínas 
chaperonas. Así, para cada cepa transformada se ensayaron diferentes condiciones 
de expresión de la proteína recombinante, variando la temperatura de inducción, el 
tiempo de inducción, y la concentración del inductor IPTG (ver Materiales y Métodos 
3.4.2.). Lamentablemente no se pudieron encontrar condiciones favorables para la 
expresión de 6His-HrpE. Sólo en el caso de la cepa E. coli C41 se logró obtener 
expresión, pero la misma sólo se pudo observar utilizando Western blot revelando 
con anticuerpos comerciales anti-6His, indicando bajos niveles de expresión de la 
proteína (datos no mostrados). 
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Frente esta situación, se decidió cambiar la estrategia de obtención de HrpE 
cambiando por el vector de expresión diseñado y desarrollado en el laboratorio 
pET32am. Este vector es idéntico al vector comercial pET32a; pero se obtuvo 
eliminando la región inmunogénica correspondiente al S-tag y el sitio de corte de la 
proteasa Enteroquinasa (EK), dejando así sólo el sitio de corte para la proteasa 
Trombina (TR) (Figura 6.5). Como se comentó previamente, la serie de vectores 
pET32 permite fusionar la proteína deseada a la proteína Tiorredoxina (Trx), la cual 
promueve la expresión y permite estabilizar la fusión, dando buenos resultados al 
expresar proteínas inestables. La modificación y uso del nuevo vector se basó en 
que, por un lado los cortes con la proteasa Enteroquinasa suelen ser muy 
inespecíficos, lo que conlleva a cortes en otros sitios dentro de la proteína blanco 
con la posibilidad de perder gran parte de la proteína deseada y, por otro lado, en 
que el corte con la proteasa Trombina de la proteína de fusión obtenida del vector 
pET32a (sin modificaciones) genera dos fragmentos proteicos de peso molecular 





Figura 6.5. Bosquejos en los que se indican la modificación del vector de expresión pET32a, eliminando la región 
correspondiente al S-tag y el sitio de corte para Enteroquinasa, dejando sólo el sitio para Trombina apenas unos 4 aminoácidos 
(GlySerGlySer) antes de la Met inicial de HrpE. 
 
Por lo tanto, se clonó el gen hrpE utilizando el mismo fragmento amplificado 
anteriormente entre los sitios BamHI y HindIII dando como resultado el nuevo vector 
pET32am-hrpE, el cual posteriormente, se transformó en la cepa de E. coli BL21 
pLysS. Luego se ensayaron diferentes condiciones de expresión para la proteína 
recombinante, y se determinó que las más favorables se observaron cuando se 
realizó a 18 ºC durante 5 horas con el inductor IPTG a una concentración final de 
0,25 mM (ver Materiales y Métodos 3.4.2.). Luego de la disrupción de las células por 
sonicación, el lisado fue clarificado por centrifugación y la proteína fue purificada 
utilizando una resina de Ni-NTA Agarosa (ver Materiales y Métodos 3.4.3.). A modo 
de ejemplo, se muestra un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 
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18% (SDS-PAGE) de una de las purificaciones realizadas, donde se señala la banda 
correspondiente a la proteína de fusión Trx-6His-HrpE de 23,9 kDa de peso 










Figura 6.6. Gel de SDS-PAGE al 18% mostrando los pasos de la purificación de Trx-6His-HrpE de Xac. Calle 1: Pellet; Calle 2: 
Sobrenadante; Calle 3: Fracción no unida a resina; Calles 4, 5 y 6: Lavados; Calles 7 a 13: Eluídos. 
 
Una vez obtenida la proteína purificada, y con el objetivo de separar HrpE del 
resto de la proteína de fusión (Trx-6His), se prosiguió a realizar diversas pruebas de 
corte con la proteasa Trombina en diferentes condiciones variando la composición 
del buffer de corte utilizado, el tiempo y la temperatura de corte, y la relación 
Proteína:Proteasa, entre otras. A modo de ejemplo se muestra un gel de SDS-PAGE 
al 16% de tricina en el que se analizó una de las pruebas de corte las pruebas de 
corte (Figura 6.7 A). En esta figura se puede observar además que la banda 
correspondiente a los 10,1 kDa (peso molecular esperado para HrpE) no es 
reconocida por anticuerpos anti-6His al realizar el correspondiente Western blot del 
corte (Figura 6.7 A), lo que está confirmando que esa banda corresponde a la 
proteína de nuestro interés. Los geles de SDS-PAGE de tricina se utilizan 
comúnmente para separar proteínas en el rango de pesos moleculares bajos, y es el 
sistema electroforético preferido para la resolución de mezclas de proteínas más 
pequeñas que los 30 kDa (Schägger, 2006). Una vez logrado el corte de la proteína 
de fusión, se presentaron inconvenientes al querer separar HrpE de Trx-6His, ya que 
la primera es una proteína muy inestable y se obtiene con un rendimiento muy bajo 
luego del corte. Se diseñaron diversas estrategias con el objetivo de obtener HrpE 
pura, que incluyeron la separación mediante el uso de una columna de Ni-NTA 
agarosa, el corte de la banda del gel de SDS-PAGE de tricina y su posterior 
electroelución, la separación utilizando una columna de intercambio iónico DEAE-
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Celulosa, y el corte de la proteína de fusión una vez que la misma es pegada a la 
resina de Ni-NTA agarosa. De todas las estrategias planteadas y llevadas a cabo 
sólo el corte en resina permitió obtener HrpE pura, aunque el rendimiento para la 
obtención de la misma tomando en cuenta todos los pasos a seguir en este proceso 
fue mucho menor que el esperado (Figura 6.7 B), lo que se puede observar al 
analizar la banda que evidencia la cantidad de proteína de fusión inicial (Figura 6.7 














Figura 6.7. (A) Gel de SDS-PAGE al 16% de tricina donde se sembraron las pruebas de corte de 6His-Trx-HrpE con Trombina. 
Se puede observar la banda correspondiente a HrpE a la altura de los 10,1 kDa. Se muestra además el ensayo de Western blot 
con anticuerpos anti-6His. S/C: Proteína de fusión sin cortar; Cortado: Proteína de fusión cortada. (B) Gel de SDS-PAGE al 
16% de tricina donde se muestra el proceso realizado para la obtención de HrpE pura a través del corte de la proteína de 
fusión en resina Ni-NTA agarosa. Calle 1: Proteína de fusión sin cortar, Calle 2: Fracción que no se unió a la resina, Calle 3: 
Fracción eluída por el corte, Calle 4: Fracción que quedó unida a la resina. 
 
El hecho de tener tan bajo rendimiento al intentar obtener HrpE pura hizo que 
todos los experimentos ensayados posteriormente con esta proteína se realizaran 
utilizando la proteína de fusión Trx-6His-HrpE, lo que por su parte obligó a incluir los 
controles apropiados para cada caso. 
De todas formas, el protocolo desarrollado para la obtención de la proteína 
HrpE de Xac pura, el cual se encuentra detallado en la Figura 6.8, permitió producir 
una cantidad suficiente de esta proteína con una buena pureza para la obtención de 
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Figura 6.8. Resumen del protocolo desarrollado para la obtención de la proteína HrpE pura, a partir de la expresión de la 
proteína recombinante Trx-6His-HrpE en E. coli. 
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6.3. Caracterización del efecto de HrpE de Xac en plantas no hospedadoras y 
hospedadoras 
 
6.3.1. Determinación del efecto de HrpE de Xac en plantas no 
hospedadoras y hospedadoras 
Con la proteína HrpE purificada (Trx-6His-HrpE) se realizaron ensayos con la 
intención de caracterizar el efecto que produce la misma en las plantas, infiltrando 
hojas de diversas especies de plantas no hospedadoras (ver Materiales y Métodos 
3.9.1.). Así, la infiltración de la proteína pura se hizo en hojas de pimiento, tomate y 
tabaco, entre las concentraciones 0,5 PM y 5 o 10 PM, lo que permitió determinar la 
sensibilidad de cada especie. Luego de 1 día de infiltración las hojas mostraron la 
lesiones típicas de HR a partir de los 2,5 PM en pimiento y tomate, y 5 PM en tabaco 
(Figura 6.9). Para cada caso se realizó el control de infiltración utilizando el buffer en 
el que estaba contenida HrpE. Por lo analizado y enunciado en capítulos anteriores 
de esta tesis, la proteína Tiorredoxina (Trx-6His) no genera ningún tipo de lesión en 
las hojas de las especies de plantas evaluadas, lo que asegura que el efecto 




Figura 6.9. Efectos de HrpE analizados en plantas no hospedadoras. (A) HrpE desarrolla HR en hojas de tabaco. La hoja de 
tabaco se infiltró con Trx-6His-HrpE en las concentraciones indicadas (en PM) utilizando como buffer Tris 50 mM pH 8. (B) HrpE 
desarrolla HR en hojas de plantas de pimiento en las concentraciones indicadas (en PM). (C) HrpE causa HR en hojas de 
tomate a las concentraciones detalladas (en PM). En todos los casos evaluados el control utilizado fue buffer Tris 50 mM pH 8. 
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Una vez analizadas estas especies de plantas no hospedadoras, se decidió 
evaluar si HrpE también podría provocar una HR en hojas de plantas hospedadoras 
(naranja). De esta forma, Trx-6His-HrpE pura se infiltró en hojas de cítricos a 
distintas concentraciones, observándose luego de los 7 días de infiltración una 
reacción de clorosis en las zonas infiltradas (Figura 6.10). Esta clorosis se evidenció 
a partir de una concentración 0,5 PM de proteína. La clorosis es una condición 
fisiológica anormal en la que el follaje produce insuficiente clorofila. Cuando esto 
ocurre, las hojas no tienen la coloración normal verde; por el contrario la coloración 
es de un verde pálido, amarillo, o hasta amarillo blanquecino. Este resultado indicó 
que en plantas de cítricos HrpE también está involucrada en el desencadenamiento 
de una respuesta por parte de la planta, aunque contrariamente a lo sucedido en 













Figura 6.10. Análisis del efecto de HrpE en hojas de cítricos. Se infiltraron hojas de C. sinensis con Trx-6His-HrpE a las 
concentraciones indicadas (en PM) en Tris 50 mM pH 8. Como control se utilizó el mismo buffer Tris 50 mM pH 8. Se observa 
un efecto de clorosis (pérdida de color verde) en la zonas de la hoja infiltradas a partir de los 0,5 PM de proteína. Las 
fotografías fueron tomadas 7 días después de la inoculación. La barra inferior indica 1 cm. 
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6.3.2. Análisis de la producción de peróxido de hidrógeno 
Como se enunció anteriormente, una característica temprana de la HR es la 
generación rápida de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Lamb y Dixon, 1997). 
Por ello se decidió realizar tinciones con el colorante DAB, que se oxida en 
presencia de H2O2 formando coloraciones marrones (ver Materiales y Métodos 
3.12.2.). El ensayo se realizó utilizando hojas de plantas de tabaco, usada como 
modelo de plantas no hospedadoras, debido a la facilidad en el manejo y en la 
observación. La proteína Trx-6His-HrpE fue entonces infiltrada en hojas de plantas 
de tabaco a una concentración 5 PM. Al mismo tiempo se realizaron los controles 
necesarios para validar el ensayo, los que incluyeron la infiltración con buffer y con 
la proteína Trx-6His como controles negativos, y con la bacteria Xac tipo salvaje 
como control positivo de HR. Luego de 4 horas de infiltración se colectaron las hojas 
y se realizó la tinción. Se detectaron coloraciones marrones en el tejido de tabaco 
tratado con HrpE; indicando que la misma induce la producción de H2O2 en la planta. 
Estas coloraciones se observaron principalmente en los vasos y en las nervaduras 
cercanas a la zona infiltrada (Figura 6.11). Para una mejor observación de las 
tinciones, se tomaron fotografías utilizando un microscopio óptico y un objetivo de 















Figura 6.11. Tinciones con DAB para evidenciar la producción de H2O2 en tabaco tratado con HrpE. Se muestran imágenes 
representativas de los experimentos realizados. Los controles negativos realizados para este ensayo fueron Buffer (Tris 50 mM 
pH 8) y Trx (Trx-6His a una concentración 5 PM en Tris 50 mM pH 8). El control positivo de HR realizado fue infiltrando con Xac 
(X. axonopodis pv citri, suspensión a 108 UFC/ml). Las coloraciones marrones indicadas con flechas blancas son indicativas de 
la presencia de H2O2 en hojas tratadas con Xac y HrpE. Estas coloraciones no se observaron en los controles negativos, tal 
como era esperado. La barra inferior indica 1 mm. 
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Por otra parte, el ensayo de tinción con DAB también se realizó en hojas de 
plantas de naranja con la intención de observar producción de ROS (H2O2) al 
enfrentarlas a HrpE (ver Materiales y Métodos 3.12.2.). Para ello, Trx-6His-HrpE fue 
infiltrada en hojas de plantas de naranja a una concentración 5 PM. Como controles 
negativos se realizó la infiltración con buffer y con la proteína Trx-6His y, en este 
caso, se utilizó la bacteria Xcv como control positivo de HR. Luego de 8 horas de 
infiltración se colectaron las hojas y se realizó la tinción correspondiente. Así, se 
detectaron coloraciones marrones en las zonas tratadas con HrpE y con el control 
positivo, no siendo así con los controles negativos. Estas coloraciones se lograron 
observar a simple vista en las cercanías de la zona infiltrada. Para una mejor 
observación de las tinciones, además se tomaron fotografías de cada tratamiento 





Figura 6.12. Tinciones con DAB para evidenciar la producción de H2O2 en naranja tratada con HrpE. (A) Fotografía de una 
hoja representativa del ensayo de tinción con DAB. Se indican las zonas donde se infiltraron las muestras con líneas de puntos. 
Se puede observar la coloración marrón característica de este colorante en las zonas donde se trataron las hojas con HrpE y 
Xcv. Los controles negativos utilizados fueron Buffer (Tris 50 mM pH 8) y Trx (Trx-6His a una concentración 5 PM en Tris 50 
mM pH 8). El control positivo realizado fue infiltrando con Xcv (X. campestris pv vesicatoria (suspensión a 108 UFC/ml). (B) 
Microfotografías realizadas con un microscopio óptico y un aumento 4X para evidenciar mejor las tinciones observadas en (A). 
Se muestran imágenes representativas de los experimentos realizados. Se indican con flechas blancas los depósitos de 
colorante formados en los casos positivos para la tinción, HrpE y Xcv. La barra inferior en (A) indica 1 cm y en (B) 1 mm. 
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 6.3.3. Análisis de la deposición de calosa 
Una de las respuestas que forman parte de la defensa innata de las plantas 
es la producción de depósitos de calosa, lignina y otros compuestos que fortifican la 
pared celular (Ligterink et al., 1997). A fin de analizar los niveles de deposición de 
calosa en tejidos de plantas, tanto no hospedadoras como hospedadoras, infiltrados 
con la proteína HrpE, se realizó una tinción con el colorante Azul de Anilina, el cual 
produce fluorescencia al estar unido al polisacárido cuando es excitado con luz UV 
(ver Materiales y Métodos 3.12.3.). Así, el ensayo de tinción se realizó utilizando 
hojas de plantas de pimiento, tabaco y tomate como modelos de plantas no 
hospedadoras, y con hojas de naranja como hospedadora. Se infiltró Trx-6His-HrpE 
a una concentración 5 PM. Además se realizaron los controles necesarios para 
validar el ensayo. Como controles negativos se realizó la infiltración con buffer y con 
la proteína Trx-6His a una concentración 5 PM y, según el caso de cada tipo de 
planta, se utilizó la bacteria Xac o Xcv, suspendida a 108 UFC/ml como control 
positivo. Luego de 8 horas de infiltración se colectaron las hojas y se realizó la 
tinción correspondiente. 
En todos las especies de plantas evaluadas, los depósitos de calosa se 
observaron sólo con los tratamientos realizados con HrpE y con los respectivos 
controles positivos, no observándose en los tratamientos con la proteína Trx-6His a 
una concentración 5 PM o con buffer. En los casos de plantas no hospedadoras, los 
depósitos se encontraron mayoritariamente ubicados contorneando las paredes 
celulares vegetales; hecho que en el caso de naranja no fue del mismo modo, 
observándose solamente depósitos aislados (Figura 6.13). Además, se cuantificaron 
los depósitos de calosa midiendo la fluorescencia en las imágenes obtenidas 
tomando en cuenta al menos 30 fotos de diferentes campos dentro de la zona 
analizada, y cuantificándose el porcentaje de pixels coloreados, tomados a partir de 
una intensidad determinada, sobre el total de pixels que conforman la foto (Luna et 
al., 2011). La intensidad de fluorescencia utilizada fue la obtenida como promedio de 
la encontrada en los controles negativos para cada caso. De esta forma, se logró 
graficar cuánto mayor fue la deposición de calosa en los distintos tratamientos, con 
respecto a sus respectivos controles negativos (Figura 6.13). En conjunto estos 
resultados estarían indicando que la proteína HrpE es reconocida por las plantas e 
induce la deposición de calosa, generando una respuesta inmune basal mucho más 
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Figura 6.13. Tinción con Azul de Anilina para detectar depósitos de calosa generados en respuesta a HrpE en pimiento, 
tabaco, tomate y naranja. (A) Se muestran imágenes representativas de los experimentos realizados. Se observa la deposición 
de calosa como fluorescencia de color azul en las paredes de las células vegetales en los tratamientos realizados con Trx-6His-
HrpE y los controles positivos para cada especie de planta no hospedadora, y en forma de depósitos aislados para el caso de 
naranja. En todos estos casos las muestras se tomaron y analizaron 8 horas luego de la infiltración. (B) Para cada caso 
analizado, también se graficó el porcentaje de depósitos de calosa sobre la superficie total de cada foto. Las barras 
representan el promedio obtenido tomando en cuenta al menos 30 campos representativos de cada tratamiento obtenidos a 
partir de 3 ensayos independientes, normalizados con respecto al tratamiento con buffer. Las barras de error indican las 
desviaciones estándar en el caso del tratamiento control, y el error propagado en los casos de los tratamientos deseados. Las 
barras inferiores representan 20 Pm. 
 
Resultados y Discusión - Capítulo 3 
 171
6.4. Análisis de la expresión transcripcional de genes involucrados en 
respuestas de defensa de plantas en presencia de HrpE 
En estudios previos se observó que muchas moléculas que actúan como 
PAMPs producen la inducción de la expresión de ciertos genes involucrados en 
respuestas de defensa en las plantas. Estos genes pertenecen a un amplio rango de 
grupos funcionales, incluyendo receptores del tipo quinasa, factores de transcripción 
y genes involucrados en los mecanismos de recambio proteico (Navarro et al., 
2004). En tomate se han optimizado los genes indicadores para PTI a través de 
diversos estudios. Los genes estudiados fueron o bien homólogos de los genes de 
Arabidopsis ya conocidos que están inducidos por PAMP, o genes de tomate 
conocidos por ser inducidos en respuesta a patógenos virulentos o no virulentos 
(Mayrose et al., 2006; Navarro et al., 2004; Nguyen et al., 2010). Entre los genes 
para los cuales se observaron los mayores niveles de inducción en respuesta a la 
infiltración con la bacteria no patogénica Pseudomonas fluorescens se encuentran 
SlLrr22, SlPti5 y SlGras2, siendo la expresión de los mismos aproximadamente 5, 16 
y 7 veces mayor que en plantas no inoculadas, respectivamente (Nguyen et al., 
2010). El gen SlWrky28 también se indujo significativamente en experimentos 
similares (Kim et al., 2009). 
El gen SlPti5 codifica para un factor de transcripción de la familia de factores 
de respuesta a etileno (Zhou et al., 1997); SlGras2 codifica para un factor de 
transcripción relacionado al estrés tanto biótico como abiótico (Mayrose et al., 2006); 
SlWrky28 codifica para un homólogo de tomate del factor de transcripción WRKY28 
de Arabidopsis (Navarro et al., 2004); y SlLrr22 codifica para un homólogo de tomate 
similar al receptor de quinasa LRR22 de Arabidopsis (Navarro et al., 2004). 
Por esto, y a fin de corroborar si HrpE de Xac induce una respuesta de 
defensa en plantas no hospedadoras, se decidió analizar la expresión de estos 
genes mediante qRT-PCR en hojas de plantas de tomate infiltradas con Trx-6His-
HrpE a una concentración 5 PM. La expresión de estos genes se analizó a dos 
tiempos post infiltración, 1 hora y 4 horas. Ambos tiempos son relativamente cortos 
con respecto al mecanismo de defensa de la planta, lo que permite observar el inicio 
del proceso. Se realizaron los respectivos controles para validar el ensayo, los que 
incluyeron los tratamientos con buffer y Trx-6His (5 PM) como controles negativos, y 
con Xac (suspensión a 108 UFC/ml) como control positivo de la inducción de los 
genes de defensa. Una vez infiltradas las hojas, a cada tiempo se realizó la 
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extracción del ARN total de las mismas (ver Materiales y Métodos 3.14.1.), seguida 
de una retrotranscripción (ver Materiales y Métodos 3.14.4.). La reacción de PCR 
cuantitativa (ver Materiales y Métodos 3.14.6.) se realizó utilizando los 
oligonucleótidos cebadores específicos diseñados para amplificar fragmentos de 200 
pb de los genes de interés (Tabla 3.4). Como control interno de expresión 
constitutiva y normalización se amplificaron 200 pb del gen SlRpl2, el cual codifica 
para una proteína ribosomal y es ampliamente utilizado para tal fin (Løvdal y Lillo, 
2009; Dekkers et al., 2012). 
En cada caso, los resultados obtenidos de la expresión para cada gen fueron 
relativizados con respecto al tratamiento control realizado con buffer. Se observó 
que, luego de 1 hora post infiltración el único gen cuya expresión se vio aumentada 
en respuesta tanto a Xac como HrpE fue SlPti5 (Figura 6.14 B). Sin embargo, luego 
de 4 horas post infiltración se observó un aumento en la expresión de todos los 
genes analizados (SlLrr22, SlPti5, SlGras2 y SlWrky28) en respuesta a estos 
tratamientos (Figura 6.14 A). El aumento de la expresión de los genes en el 
tratamiento con HrpE se observó en los mismos tiempos, aunque con diferente 
intensidad, que con el tratamiento realizado con Xac, lo que estaría sugiriendo que 
esta proteína induce una respuesta similar a la HR desencadenada por la bacteria 
en estas plantas no hospedadoras. Llamativamente, en todos los casos excepto 
para SlPti5, el tratamiento con HrpE elevó los genes a valores similares a los del 
tratamiento con Xac; en el caso del gen SlPti5 los valores obtenidos con HrpE fueron 
menores que con Xac, sugiriendo que la inducción de este gen podría estar 
dependiendo de otros factores aportados por la bacteria. Se puede decir entonces 
que la inducción del gen SlPti5 es más temprana que la inducción de los otros genes 
indicadores de PTI analizados, y que el mismo es probablemente inducido por 

























Figura 6.14. Análisis de la expresión de los genes SlLrr22, SlPti5, SlGras2, y Slwrky28 en hojas de tomate infiltradas con 
Buffer (Tris 50 mM pH 8), Trx (Trx-6His 5 PM), Xac (X. axonopodis pv. citri 108 UFC/ml), y HrpE (Trx-6His-HrpE 5 PM), realizado 
1 hora post infiltración (B) y 4 horas post infiltración (A). Se observan graficados los valores relativos de inducción de cada uno 
de los genes respecto al gen control (SlRpl2), y respecto al tratamiento control (Buffer), para cada tratamiento. Los valores 
corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error representan el desvío estándar. 
 
Con el objetivo de determinar si HrpE está implicada en la modulación de las 
respuestas de resistencia de las plantas hospedadoras, se realizó un análisis de 
expresión de genes por qRT-PCR. Se estudiaron los genes CsMAPK3, CsMKK4, 
CsGST, CsMSOD, CsPrxA, CsPR1, CsPR4, CsHMGR y CsPAL; todos ellos 
conocidos por su relación con la inmunidad innata, el estrés oxidativo y las 
respuestas de defensa en plantas (Asai et al., 2002; Garavaglia et al., 2010; Datta y 
Muthukrishnan, 1999). 
Los genes CsMAPK3 y CsMKK4 codifican para proteína quinasas 
componentes de la cascada de quinasas de la respuesta basal de plantas (Asai et 
al., 2002). Los genes CsGST, CsMSOD, y CsPrxA codifican para las proteínas 
Glutatión-S-Transferasa (GST), Superóxido Dismutasa de Manganeso (MSOD) y 
Peroxirredoxina (PrxA), respectivamente, siendo todos ellos marcadores de estrés 
oxidativo (Tausz et al., 2004; Overmyer et al., 2003; Garavaglia et al., 2010). Los 
genes CsPR1 y CsPR4, codifican para las proteínas relacionadas a la patogénesis 
pertenecientes a las familias 1 (PR1) y 4 (PR4), respectivamente (van Loon et al., 
2006; Mitsuhara et al., 2008; Datta y Muthukrishnan, 1999). Los genes CsHMGR y 
CsPAL codifican para enzimas relacionadas con la formación de metabolitos 
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secundarios 3-Hidroxi-Metilglutaril CoA Reductasa (HMGR), Fenilalanina Amonio 
Liasa (PAL) (Yang et al., 1991; Keith et al., 1991). 
Así, se analizó la expresión de estos genes mediante qRT-PCR en hojas de 
plantas de naranja infiltradas con Trx-6His-HrpE a una concentración 5 PM. La 
expresión de los genes se analizó a dos tiempos post infiltración, 8 hora y 16 horas. 
Ambos tiempos son relativamente cortos con respecto al mecanismo de defensa en 
plantas de naranja, lo que permite observar el inicio del proceso. Los controles 
realizados incluyeron los tratamientos con buffer y Trx-6His (5 PM) como controles 
negativos, y con Xcv (suspensión a 108 UFC/ml) como control positivo. Luego de 
infiltradas las hojas, a cada tiempo se realizó la extracción del ARN total de las 
mismas, seguida de una retrotranscripción (ver Materiales y Métodos 3.14.1. y 
3.14.4.). La cuantificación de la expresión de los genes de interés (ver Materiales y 
Métodos 3.14.6.) se realizó utilizando oligonucleótidos cebadores específicos 
diseñados para amplificar fragmentos de 200 pb de los mismos (Tabla 3.4). Se 
utilizó un fragmento de 200 pb del gen CsAct, el cual codifica para la proteína Actina, 
como control interno de expresión constitutiva y normalización (Garavaglia et al., 
2010). 
Los resultados obtenidos indicaron que luego del tratamiento realizado por 8 
horas ninguno de los genes analizados sufrió modificaciones en su expresión, con la 
única excepción del gen CsPR1 para el tratamiento con Xcv, el cual tuvo un 
aumento pequeño pero significativamente considerable (Figura 6.15 B). Los 
resultados obtenidos al realizar las mediciones luego del tratamiento por 16 horas, 
indicaron que la expresión de todos los genes analizados se encuentra aumentada 
para los tratamientos realizados con HrpE y Xcv (Figura 6.15 A), excepto CsPrxA 
que sólo aumentó con Xcv, con respecto al tratamiento control realizado con buffer. 
De esta forma, el aumento de la expresión con el tratamiento con HrpE se observó 
junto con, aunque en diferente intensidad, el tratamiento realizado con Xcv en casi 
todos los genes analizados. En los casos particulares de los genes CsMAPK3, 
CsMKK4, CsGST, CsPR1 y CsHMGR la expresión de los mismos fue mayor para el 
caso de Xcv; aunque para los genes CsMSOD y CsPR4, los valores de inducción 
fueron mayores en los tratamientos con HrpE. Por otra parte los valores obtenidos 
para el gen CsPAL fueron muy similares para ambos tratamientos. 
 
 


















Figura 6.15. Análisis de la expresión de los genes MAPK3, MKK4, GST, HMGR, PR1, PR4, MSOD, PrXAl, y PAL en hojas de 
naranja infiltradas con Buffer (Tris 50 mM pH 8), Trx (Trx-6His 5 PM), Xcv (X. campestris pv. vesicatoria 108 UFC/ml), y HrpE 
(Trx-6His-HrpE 5 PM), realizado 8 horas post infiltración (B) y 16 horas post infiltración (A). Se observan graficados los valores 
relativos de inducción de cada uno de los genes respecto al gen control (CsAct), y respecto al tratamiento control (Buffer), para 
cada tratamiento. Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error representan 
el desvío estándar. 
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6.5. HrpE induce priming en plantas hospedadoras y no hospedadoras 
El tratamiento previo con PAMPs tales como flg22, elf18 y Lipopolisacárido 
(LPS) en Arabidopsis induce una respuesta PTI, lo que efectivamente restringe el 
crecimiento de bacterias patógenas inoculadas posteriormente (Kunze et al., 2004; 
Mishina y Zeier, 2007; Newman et al., 2002). Lo mismo fue observado en planta de 
tomate al ser analizadas las PAMPs flg22 y PGN (Nguyen et al., 2010). Como se 
enunció previamente, esta resistencia inducida (priming) se asocia a menudo con 
una mayor capacidad para movilizar las respuestas de defensa celular inducidas por 
una infección, y una reducción en el priming ha sido correlacionada con una falta de 
resistencia a patógenos bacterianos no virulentos en tabaco (Conrath et al., 2002). 
De acuerdo a esto, se decidió analizar si la infiltración previa de HrpE en 
hojas de naranja produce inmunidad a posteriores inoculaciones con Xac (ver 
Materiales y Métodos 3.10.1.). Así, se infiltró la proteína Trx-6His-HrpE (a una 
concentración 5 PM) y, luego de 8 horas, se infiltró la misma zona del tejido con la 
cepa Xac tipo salvaje (suspensión a 106 UFC/ml). Para validar el ensayo de priming, 
se realizaron infiltraciones previas con buffer como control negativo y, como control 
positivo, con la cepa mutante en el SST3, XachrpB- (Dunger et al., 2005) 
(suspensión a 109 UFC/ml). El uso de cepas no patogénicas para la inducción de la 
respuesta PTI característica del priming es ampliamente utilizada (Chakravarthy et 
al., 2009). Como último control, se realizaron infiltraciones con Xac sin infiltrar 
previamente ninguna sustancia en el tejido de la hoja; de esta manera se tuvo en 
cuenta que el efecto de priming no se vea asociado a la manipulación realizada 
sobre la hoja. Así, a los 21 días post infiltración se observó que en las zonas 
previamente tratadas con HrpE, Xac creció menos que en el caso de los controles 
de omisión de tratamiento (sin infiltrar) y previa infiltración del tejido con buffer, en 
los cuales no se observó disminución del crecimiento bacteriano y la infección se 
desarrolló con normalidad (Figura 6.16 A). Estos resultados sugieren que la 
infiltración previa de HrpE despertaría una respuesta de resistencia en la planta, la 
que produciría el efecto de priming. Un tratamiento realizado infiltrando el tejido 
previamente con la proteína Trx-6His, dio como resultado las mismas observaciones 
obtenidas en los casos controles de omisión de tratamiento e infiltración con buffer, 
indicando que el efecto obtenido con HrpE es propio de esta pilina Hrp (datos no 
mostrados). Para comprobar lo observado, se cuantificó también el crecimiento 
bacteriano en cada una de estas condiciones durante los primeros 7 días post 
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infiltración. Para ello, se tomaron a los 0, 3 y 7 días, discos de las zonas tratadas 
previamente e infiltradas posteriormente con Xac. Estos discos se disgregaron con la 
ayuda de un tip en un volumen de buffer de resuspensión, se realizaron las 
diluciones necesarias, las cuales se plaquearon para el conteo de colonias (ver 
Materiales y Métodos 3.11.). Tal como se esperaba, se observó que Xac creció 
menos en las zonas previamente tratadas con HrpE o con XachrpB-, mientras que el 
tratamiento control con buffer no tuvo diferencias respecto a lo observado sin infiltrar 























Figura 6.16. El tratamiento previo de hojas de naranja con HrpE afecta el crecimiento bacteriano de posteriores inoculaciones. 
(A) Se muestra una foto representativa de una hoja de naranja tratada y los efectos desarrollados en las diferentes 
condiciones. Como control se realizó la infiltración previa con buffer (Tris 50 mM pH 8); otros controles incluyeron la omisión de 
tratamiento (Sin Infiltrar), y la infiltración de la cepa mutante del SST3 XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml). Se observa así el 
efecto priming de la proteína HrpE. Las leyendas indican el tratamiento previo que recibieron las hojas. Las fotos fueron 
sacadas 21 días post infiltración de la cepa patogénica. (B) Cuantificación de las bacterias a lo largo del tiempo. Las barras 
indican la media de 3 ensayos independientes, y las barras de error las desviaciones estándar para cada caso. La barra inferior 
en (A) representa 1 cm. 
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Por otra parte, se decidió analizar si la infiltración previa de HrpE en hojas de 
plantas no hospedadoras también produce inmunidad a posteriores inoculaciones 
con sus patógenos (ver Materiales y Métodos 3.10.2.). Este ensayo de priming se 
realizó utilizando dos modelos de plantas no hospedadoras para Xac, tomate y 
pimiento, con su respectivo patógeno X. campestris pv. vesicatoria (Xcv), el cual 
produce la enfermedad Mancha o Sarna Bacteriana, en ambas especies de plantas. 
La proteína Trx-6His-HrpE (a las concentraciones 1 y 5 PM) se inoculó por 
spray realizándose 3 dosificaciones de proteína dejando pasar 2 días entre cada una 
y, luego de los 6 días de la primer inoculación por spray, se infiltraron las mismas 
hojas con la cepa Xcv tipo salvaje (suspensión a 107 UFC/ml). Para validar el ensayo 
de priming, se realizaron inoculaciones previas con buffer como control negativo, y 
con la cepa mutante en el SST3, XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml). El hecho de 
utilizar dos concentraciones para la proteína pilina se debió a que, como se comentó 
previamente en este capítulo de tesis, HrpE desarrolla HR a partir de la 
concentración 2,5 PM de proteína; de este modo, se analizó si se producía priming a 
concentraciones inferiores y superiores a la necesaria para observar HR con muerte 
celular. La inoculación por spray se debió a la necesidad de utilizar un protocolo de 
inoculación que no sea agresivo, ya que los tejidos foliares de estas especies de 
plantas no soportan una manipulación repetitiva e invasiva (Li et al., 2013). De esta 
forma, el protocolo de priming se llevó a cabo en ambas especies de plantas, con la 
diferencia de que en pimiento se logró utilizar una misma hoja para las pruebas 
infectivas, mientras que en tomate se debieron utilizar distintas hojas tratadas. Así, a 
los 4 días post infiltración se observó que en las zonas previamente tratadas con 
HrpE, Xcv creció menos que en ausencia de la proteína (tratamiento con buffer), 
indicando que también en pimiento (Figura 6.17 A) y tomate (Figura 6.18 A) la 
infiltración previa de HrpE despertaría una respuesta de resistencia en la planta y 
tendría el efecto de priming. En el caso control realizado, la previa infiltración del 
tejido con buffer no produjo una disminución del crecimiento bacteriano; por el 
contrario en esta condición se desarrolló la infección del tejido con normalidad 
(Figuras 6.17 A y 6.18 A). Además, para comprobar lo observado se cuantificó 
también el crecimiento bacteriano en cada uno de los tratamientos por los primeros 4 
días. Para ello, se tomaron a los 0, 1 y 4 días, discos de las zonas tratadas 
previamente e infiltradas posteriormente con Xcv, y se realizó el correspondiente 
recuento de colonias (ver Materiales y Métodos 3.11.). Tal como se esperaba, se 
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observó que Xcv creció menos en los tejidos previamente tratados con HrpE o con 
XachrpB-, mientras que el tratamiento control con buffer tuvo el crecimiento normal 
esperado (Figuras 6.17 B y 6.18 B). Cabe destacar que se produjo priming en ambas 
concentraciones de HrpE, indicando que este proceso se logra tanto a 
























Figura 6.17. El tratamiento previo de hojas de pimiento con HrpE afecta el crecimiento bacteriano de posteriores inoculaciones. 
(A) Se muestran fotos representativas de hojas de pimiento tratadas, y los efectos desarrollados en las diferentes condiciones. 
Como control se realizó la infiltración previa con buffer (Tris 50 mM pH 8); otro control fue incluye la infiltración de la cepa 
mutante del SST3 XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml). Se observa así el efecto priming de la proteína HrpE a ambas 
concentraciones, 1 y 5 PM. Las leyendas indican el tratamiento previo que recibieron las hojas. Las fotos fueron sacadas 4 días 
post infiltración de la cepa patogénica. (B) Cuantificación de las bacterias a lo largo del tiempo. Las barras indican la media de 





























Figura 6.18. El tratamiento previo de hojas de tomate con HrpE afecta el crecimiento bacteriano de posteriores inoculaciones. 
(A) Se muestran fotos representativas de hojas de tomate tratadas, y los efectos desarrollados en las diferentes condiciones. 
Como control se realizó la infiltración previa con buffer (Tris 50 mM pH 8); otro control realizado fue la infiltración de la cepa 
mutante del SST3 XachrpB- (suspensión a 109 UFC/ml). Se observa así el efecto priming de la proteína HrpE a ambas 
concentraciones, 1 y 5 PM. Las leyendas indican el tratamiento previo que recibieron las hojas. Las fotos fue sacada 4 días 
post infiltración de la cepa patogénica. (B) Cuantificación de las bacterias a lo largo del tiempo. Las barras indican la media de 
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6.6. Rol de HrpE en la interacción bacteria-bacteria 
En un trabajo recientemente publicado por nuestro laboratorio se encontró 
además un nuevo papel para el SST3 de Xac, ya que estaría involucrado en la 
modulación de la formación de biofilms bacterianos de esta especia (Zimaro et al., 
2014). En este trabajo se compararon las capacidades de formación de biofilms de 
diferentes mutantes en el SST3 de Xac con respecto a la cepa tipo salvaje, y se 
observó que este sistema de secreción es necesario para este proceso. Las 
mutantes SST3 se adhirieron normalmente a las superficies de las hojas, pero el 
crecimiento asociado a estas (epifítico) se vio deteriorado. La complementación de lo 
observado con un estudio proteómico de las células del biofilm mostró que la falta 
del SST3 provoca cambios en la expresión de proteínas implicadas en los procesos 
metabólicos, la generación de energía, la producción de exopolisacáridos (EPS) y la 
motilidad bacteriana, así como proteínas de membrana externa (Zimaro et al., 2014). 
La formación de biofilms clásicamente es considerada como un proceso de cuatro 
pasos, donde primeramente se produce la unión inicial de las células bacterianas; 
posteriormente la agregación de estas células y la acumulación de las mismas en 
múltiples capas; seguido de la maduración del biofilm; y por último el 
desprendimiento de células del biofilm en un estado planctónico para iniciar un 
nuevo ciclo en otro nicho (Arciola et al., 2012). 
Ya que el SST3 de Xac está involucrado en la formación de biofilms, surge la 
hipótesis de que posiblemente el pilus este funcionando como una molécula de 
adherencia. Por este motivo, y con la posibilidad de producir la proteína HrpE pura, 
se decidió estudiar su posible rol de en la agregación bacteriana. Para ello, se 
realizaron estudios por microscopía confocal láser de barrido incubando en un 
portaobjetos por 3 horas a la proteína Trx-6His-HrpE a una concentración 5 PM con 
la cepa Xac tipo salvaje, la cepa mutante en el SST3 (XachrpB-) y la cepa mutante 
en el regulador del cluster hrp (XachrpG-), todas ellas expresando GFP y crecidas en 
XVM2 con agitación a 28 ºC (ver Materiales y Métodos 3.6.2.). Luego de ocurrido el 
tiempo de incubación, los preparados se observaron en el microscopio confocal, 
donde se observó que HrpE permitió la formación de agregados solamente en el 
caso de la cepa tipo salvaje. En el resto de las cepas ensayadas (ambas deficientes 
en la formación del SST3 por diferentes motivos) no se observaron ningún tipo de 
agregados. Por el contrario, las células bacterianas se encontraron completamente 
dispersas (Figura 6.19). Como control, se incubaron las mismas cepas bacterianas 
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con la proteína 6His-Trx, no observándose ningún agregado en todos los casos. Se 
puede plantear entonces, que la formación de agregados para la subsiguiente 
formación de estructuras de biofilms se puede deber al accionar de la proteína HrpE, 




Figura 6.19. HrpE agrega células bacterianas de Xac. Fotografías representativas de microscopía confocal de barrido láser de 
la cepa Xac tipo salvaje, la cepa mutante en el SST3 (XachrpB-), y la cepa mutante en el regulador del cluster hrp (XachrpG-), 
todas ellas expresando GFP e incubada por 3 horas con y sin la proteína Trx-6His-HrpE a una concentración de 5 PM. 
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6.7. Estrategia para la obtención de plantas resistentes a la Cancrosis de los 
Cítricos 
 
 6.7.1. Introducción 
Las enfermedades de las plantas son una gran amenaza para el suministro 
mundial de alimentos, ya que hasta un 15% de la producción se pierde debido a los 
patógenos. En el pasado, el control de las enfermedades y la generación de líneas 
de plantas resistentes protegidas contra la infección de patógenos virales, 
bacterianos o fúngicos, se logró mediante el mejoramiento convencional basado en 
las cruzas, análisis de mutantes, y el retrocruzamiento. Actualmente, los avances en 
las técnicas de biología molecular han hecho modificar el enfoque planteado para la 
obtención de plantas resistentes a microorganismos patógenos. Varias estrategias, 
incluyendo la expresión de secuencias derivadas de patógenos o de agentes anti-
patogénicos, se han desarrollado para diseñar una mejor resistencia a los patógenos 
en plantas transgénicas (Beachy, 1997; Lomonossoff, 1995). Hace décadas se 
demostró que los anticuerpos policlonales y monoclonales pueden neutralizar virus, 
bacterias y hongos selectivamente. La resistencia basada en anticuerpos es una 
estrategia relativamente novedosa para la generación de plantas transgénicas 
resistentes a los patógenos (Fecker et al., 1997; Zimmermann et al., 1998; Le Gall et 
al., 1998). La ventaja de este enfoque es que los anticuerpos pueden ser diseñados 
contra casi cualquier molécula target lo que confiere una protección eficaz contra 
sólo los patógenos. La eficacia de la resistencia de plantas a base de anticuerpos 
fue demostrada por primera vez en virus de plantas, pero su aplicación a otros 
fitopatógenos es cada vez mayor (Schillberg et al., 2001). 
Debido a que HrpE es la principal proteína componente del Pilus Hrp, 
constituye un buen blanco para la inhibición de la maquinaria del SST3 de Xac. Por 
lo tanto se propuso generar anticuerpos monoclonales que reconozcan a HrpE de 
Xac, y que además inhiban su funcionalidad, de esta forma brindando las bases para 
la generación a futuro de plantas transgénicas de cítricos que expresen estos 
anticuerpos monoclonales y sean resistentes a Xac. A fin de analizar la factibilidad y 
funcionalidad de esta estrategia, se decidió generar anticuerpos policlonales contra 
HrpE y analizar su capacidad inhibitoria sobre la actividad de esta proteína. 
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6.7.2. Producción de anticuerpos contra HrpE 
Aplicando el protocolo desarrollado tal como se muestra en la Figura 6.8, se 
logró obtener la proteína HrpE libre de Trx-6His y de otras proteínas. Realizando 
varios ciclos de expresión y obtención de esta proteína (el rendimiento de obtención 
de HrpE pura calculado fue de aproximadamente 3%, tomando en cuenta la cantidad 
de proteína de fusión de partida), se procedió a la posterior inoculación de conejos 
con la intención de obtener anticuerpos contra la misma. Primeramente, el suero 
proveniente del animal elegido (suero pre-inmune) fue probado en un ensayo de 
Western blot contra una muestra de la proteína de fusión Trx-6His-HrpE parcialmente 
digerida con la proteasa Trombina con la intención de corroborar la factibilidad del 
uso del animal (datos no mostrados). Una vez visto que no existiera reconocimiento 
de ninguna de las bandas de interés, se prosiguió con la inoculación del animal 
siguiendo el protocolo recomendado (ver Materiales y Métodos 3.16.). Al término del 
mismo, se realizaron varias extracciones de sangre al animal, se aisló el suero de la 
misma, y se procedió a su análisis, también a través de Western blot (Figura 6.20) 












Figura 6.20. Análisis de los sueros de conejo previo y posterior a la inoculación con la proteína HrpE. Una muestra de proteína 
de fusión (Trx-6His-HrpE) parcialmente digerida con Trombina fue resuelta en un gel de SDS-PAGE al 16% con tricina y teñida 
con Coomassie Blue (1); o transferida a membrana de nitrocelulosa, y posteriormente incubada con suero pre-inmune 1:250 
(2), suero inmune 1:1000 (3), y suero comercial anti-6His 1:1000 (4). Como anticuerpo secundario se utilizó suero comercial 
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6.7.3. Análisis in vivo de los anticuerpos contra HrpE 
Previamente a la realización de los ensayos utilizando el suero anti-HrpE 
obtenido, y debido a que la composición del mismo es muy compleja, se decidió 
analizar primeramente su inocuidad en los tejidos de hojas. Para ello, se infiltraron 
diversas diluciones del suero en hojas de naranja y se observó que todas causaron 
un efecto indeseado, aún en las diluciones más bajas analizadas. Por lo tanto se 
procedió a purificar los anticuerpos específicos anti-HrpE a partir de este suero total 
(ver Materiales y Métodos 3.16.), con la intención de eliminar los factores nocivos 
para la planta. Una vez realizado esto, se reiteró la prueba de nocividad infiltrando 
hojas de plantas de naranja con diversas diluciones del suero purificado. Así, se 
logró observar que el suero purificado fue inocuo en todas las diluciones analizadas 
(datos no mostrados). 
Los ensayos in planta se realizaron utilizando Trx-6His-HrpE pura infiltrada en 
hojas de cítricos a distintas concentraciones junto con una dilución 1:10 del suero 
anti-HrpE, o sin el agregado de este último. A los 7 días post infiltración, el efecto de 
clorosis establecido por HrpE dejó de evidenciarse, o fue de una intensidad menor 
cuando la proteína fue infiltrada junto con el suero anti-HrpE. Este efecto se observó 
para todas las concentraciones de proteína analizadas (Figura 6.21). De esta 
manera se puede decir que los anticuerpos, al unirse a HrpE, lograron evitar que la 
misma sea reconocida por la planta, evitando entonces la respuesta de esta, 



























Figura 6.21. Análisis de la inhibición del efecto de HrpE en hojas de cítricos utilizando anticuerpos anti-HrpE. Se infiltraron 
hojas de C. sinensis con Trx-6His-HrpE a las concentraciones indicadas (en PM) con (+) o sin (-) una dilución 1:10 de los 
anticuerpos previamente purificados. Como control se utilizó Buffer (Tris 50 mM pH 8). Se observa la eliminación o disminución 
del efecto de clorosis en las zonas infiltradas con suero. Se muestra la foto de una hoja representativa del ensayo. Las 
fotografías fueron tomadas 6 días luego de la inoculación, tanto en la cara adaxial como abaxial de la hoja. La barra inferior 
representa 1 cm. 
 
Aunque no es mostrado en el presente trabajo de tesis, la estabilidad de los 
anticuerpos al entorno apoplástico fue analizada con la intención de determinar la 
factibilidad de su uso en semejantes condiciones. Se probaron diferentes 
tratamientos modificando el tiempo de espera entre la aplicación del suero y la 
posterior inoculación con HrpE, dando como resultado que los mismos son 
resistentes al ambiente apoplástico de la planta, al menos al corto y mediano plazo. 
Este resultado demostró la validez del uso del suero de conejo purificado 
como inhibidor de los efectos producidos por la proteína, y planteó la posibilidad de 
tener efectividad al ser usado contra células bacterianas. Así, se decidió analizar si 
anti-HrpE es capaz que inhibir la HR que produce Xac en plantas de pimiento. Para 
ello, se infiltraron hojas de pimiento con una suspensión de la cepa Xac tipo salvaje 
(108 UFC/ml) con o sin una dilución 1:10 del suero inmune purificado previamente. 
Luego de 5 días post infiltración se logró observar que, mientras la zona infiltrada 
únicamente con Xac mostraba lesiones típicas de HR, la que fue infiltrada junto con 
el suero inmune anti-HrpE tuvo lesiones mucho menos marcadas y severas (Figura 
6.22). Esto permitió definir que efectivamente el suero fue funcional contra Xac, 
probablemente por reconocer las estructuras de Pilus Hrp de la bacteria, bloqueando 
la secreción de proteínas que son reconocidas por la planta para el desarrollo de 
HR, y evitando así que la planta de pimiento reaccione frente a las células 
bacterianas. 











Figura 6.22. Análisis de la inhibición del efecto de Xac en hojas de pimiento utilizando anticuerpos anti-HrpE. Se infiltraron 
hojas de Capsicum annuum (pimiento) con una suspensión de la cepa tipo salvaje de Xac (a 108 UFC/ml) con (+) o sin (-) una 
dilución 1:10 de los anticuerpos previamente purificados. Se observa la disminución de la lesión típica de HR en las zonas 
infiltradas son suero. Se muestra la foto de una hoja representativa del ensayo. Las fotografías fueron tomadas 6 días luego de 
la inoculación, tanto en la cara adaxial como abaxial de la hoja. La barra inferior representa 1 cm. 
 
 
Una vez observado y determinado que el suero producido es funcional in 
planta contra suspensiones bacterianas de Xac en interacciones con plantas no 
hospedadoras, se planteó estudiar si este anticuerpo es también funcional para 
inhibir la HR desarrollada por Xcv en plantas de cítricos. Se infiltraron hojas de 
naranja con la cepa tipo salvaje de Xcv (108 UFC/ml) con o sin una dilución 1:10 del 
suero inmune purificado previamente. Luego de 6 días post infiltración nuevamente 
se logró observar que, mientras la zona infiltrada únicamente con Xcv mostraba 
lesiones típicas de HR, la que había sido infiltrada junto con el suero inmune anti-
HrpE tuvo lesiones mucho menos marcadas (Figura 6.23). De esta forma, se logró 
corroborar que el suero fue funcional también contra Xcv, probablemente por un 












Figura 6.23. Análisis de la inhibición del efecto de Xcv en hojas de naranja utilizando anticuerpos anti-HrpE. Se infiltraron hojas 
de C. sinensis con una suspensión de la cepa tipo salvaje de Xcv (a 108 UFC/ml) con (+) o sin (-) una dilución 1:10 de los 
anticuerpos previamente purificados. Se observa la disminución de la lesión típica en la zonas infiltradas son suero. Se muestra 
la foto de una hoja representativa del ensayo. Las fotografías fueron tomadas 6 días luego de la inoculación, tanto en la cara 
adaxial como abaxial de la hoja. La barra inferior representa 1 cm. 
Resultados y Discusión - Capítulo 3 
 188
Por último, y en vista de lo observado anteriormente, se planteó analizar la 
funcionalidad del suero anti-HrpE en suspensiones bacterianas de Xac en la 
interacción con plantas hospedadoras. Así, se infiltraron hojas de naranja con la 
cepa tipo salvaje de Xac (106 UFC/ml) en cuatro zonas y, luego de 24, 48 y 72 
horas, se infiltró nuevamente la zona pero con el suero inmune purificado 
previamente. En este caso, y debido al efecto que se deseaba observar, no se 
realizó ninguna dilución del suero. Como control del desarrollo de la enfermedad, se 
infiltró una de las zonas inoculadas previamente con Xac con el mismo buffer que se 
utilizó con anterioridad para purificar los anticuerpos anti-HrpE (ver Materiales y 
métodos 3.16.). Luego de 20 días de la infiltración inicial de bacterias se logró 
observar que la zona tratada con buffer mostraba las lesiones típicas de la 
enfermedad, caracterizada por el engrosamiento del tejido y la expansión de la 
infección. Por el contrario, las zonas que se trataron con el suero anti-HrpE no 
presentaron semejantes características, siendo lo observado similar a una HR, 
caracterizada por tener una zona necrótica que impide el desarrollo posterior de la 
enfermedad (Figura 6.24). Por lo observado en este ensayo, se puede decir además 
que mientras más temprano se realizó el tratamiento de la zona con suero, menor 
fue la posterior lesión desarrollada. Esto estaría indicando que es importante la 
inmunización temprana del tejido para evitar la proliferación de las bacterias dentro 
del mismo. Cabe destacar que de todas formas se observaron cancros en los casos 
tratados con suero, muy probablemente debido a que se utilizó una suspensión muy 
concentrada de bacterias, lo que evitó una efectividad mayor del suero. Una 
concentración bacteriana en un foco infectivo de esas magnitudes no es factible en 
la Naturaleza. La cantidad de cancros en las zonas tratadas con suero inmune se 
pudieron contabilizar a simple vista, mientras que los desarrollados en el tratamiento 
con buffer cubrieron toda la zona inoculada, impidiendo individualizarlos. Así, se 
logró comprobar que el suero anti-HrpE también fue funcional para inhibir la 
patogenicidad de Xac al ser enfrentada a plantas hospedadoras. 
 
 














Figura 6.24. Análisis de la inhibición de la patogenicidad de Xac en hojas de naranja utilizando anticuerpos anti-HrpE. Se 
infiltraron hojas de C. sinensis con una suspensión de la cepa tipo salvaje de Xac (a 106 UFC/ml) y, luego de 24, 48 y 72 horas, 
se trataron con el suero de anticuerpos anti-HrpE previamente purificado. Se observa la disminución de la lesión típica en la 
zona infiltrada sin suero. Por el contrario, se desarrollaron lesiones más parecidas a una HR en los 3 tratamientos con suero. 
La menor expansión fue encontrada en el tratamiento con suero a las 24 horas, indicando la necesidad de una inmunización 
temprana para evitar la expansión de las bacterias. Se muestran las fotos de una hoja representativa del ensayo. Las 
fotografías fueron tomadas 20 días luego de la inoculación bacteriana, tanto en la cara adaxial como abaxial de la hoja. 
Resultados y Discusión - Capítulo 3 
 190
6.8. Discusión 
En Xanthomonas campestris pv. vesicatoria HrpE fue identificada como la 
subunidad principal del Pilus Hrp, ya que esta proteína fue el componente 
predominante de las preparaciones de pilus; los Pili Hrp se marcan fuertemente por 
un antisuero anti-HrpE monoespecífico, mutaciones en hrpE conducen a la pérdida 
del Pilus Hrp. Teniendo en cuenta la distribución dentro del cluster hrp y la 
homología de secuencias con HrpE de Xac, se puede deducir que esta última 
proteína es la pilinas del SST3 de Xac. 
A través de los años se han realizado investigaciones referidas a esta pilina (y 
otras) desde el punto de vista de la secreción y translocación de proteínas, y los 
diversos efectos que producen mutaciones dentro del gen hrpE sobre dichos 
procesos (Koebnik, 2001; Weber et al., 2005). Llamativamente no se han abordado 
estudios sobre otros posibles roles de HrpE en la interacción planta-patógeno. En el 
presente trabajo de tesis, se realizaron diversos estudios para determinar el grado 
de reconocimiento que tienen las plantas sobre HrpE de Xac, los efectos que la 
misma produce sobre los tejidos foliares de las plantas, y la capacidad de respuesta 
de defensa de las plantas en presencia de esta proteína pilina. Al mismo tiempo, se 
analizó un posible rol de esta pilina en la adherencia bacteriana basados en un 
reciente trabajo publicado por nuestro grupo sobre la importancia que presenta el 
SST3 sobre la formación de biofilms (Zimaro et al., 2014). El estudio en profundidad 
de HrpE permitirá determinar nuevas características que posibiliten, a futuro, el 
desarrollo de nuevas estrategias para la obtención de resistencia en las plantas. 
Como se enunció anteriormente, cuando las bacterias fitopatógenas son 
enfrentadas a plantas en sus tejidos, se produce la expresión de los genes del SST3 
(Wengelnik y Bonas, 1996; Wengelnik et al., 1996), por lo tanto las pilinas son una 
de las primeras proteínas en ser expuestas y potencialmente reconocidas por las 
plantas. La proteína HrpE de Xac mostró desarrollar HR cuando fue infiltrada en 
plantas no hospedadoras, como tabaco, pimiento y tomate; y cuando fue infiltrada en 
hojas de naranja, las mismas desarrollaron una respuesta clorótica y sin muerte 
celular visible. Al realizar un análisis más profundo sobre el desarrollo de HR en 
plantas de tabaco, se observó que el daño y desarrollo de HR está asociado a la 
producción de ROS. Particularmente, en plantas de naranja se observó también una 
producción de ROS cuando fueron tratadas con HrpE de Xac. La deposición de 
calosa es otro marcador de la inmunidad disparada por PAMPs (Nguyen et al., 
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2010). Los ensayos realizados con HrpE de Xac tanto en plantas hospedadoras 
como no hospedadoras indicaron que, en diferente medida, la deposición de este 
polisacárido aumenta al enfrentarlas con esta proteína pilina. Según el análisis de 
los depósitos de calosa obtenidos, la respuesta desarrollada es más débil en naranja 
con respecto a las plantas no hospedadoras. De esta forma se puede explicar por 
qué en plantas de naranja no se desarrolló HR con muerte celular visible. El motivo 
de este hecho puede deberse a que la hoja de naranja (o de los cítricos en general) 
es naturalmente más dura o resistente que la de las de plantas no hospedadoras. 
Para poder comprobar esta idea, en el laboratorio se desea en le futuro con los 
estudios de los efectos que produce HrpE en otras plantas no hospedadoras 
modelo. Por otra parte, y basándose en que no existe hasta la fecha evidencia sobre 
proteínas de plantas que interactúen con HrpE, este hecho se puede deber a que 
HrpE da una mayor respuesta de defensa en plantas no hospedadoras 
probablemente a través de algún dominio que no es reconocido por las células de 
plantas de naranja. Una posibilidad es que lo haga con el dominio no conservado de 
las pilinas (ver Figura 6.3), el cual está sugerido como el responsable de la 
especificidad en la interacción planta-patógeno. 
Los efectos desarrollados por HrpE en plantas no hospedadoras también 
fueron caracterizadas por un aumento en la expresión de distintos genes de defensa 
en tomate, tal como fue evidenciado con la expresión de los genes para los cuales 
previamente se observó inducción en respuesta a la infiltración con la bacteria no 
patogénica P. fluorescens (Nguyen et al., 2010; Kim et al., 2009). Por otro lado, en 
naranja se observó la inducción de los genes que codifican para proteínas 
componentes de la cascada de quinasas de la respuesta basal de plantas (Asai et 
al., 2002), proteínas consideradas marcadores de estrés oxidativo (Tausz et al., 
2004; Overmyer et al., 2003; Garavaglia et al., 2010), proteínas relacionadas a la 
patogénesis (van Loon et al., 2006; Mitsuhara et al., 2008; Datta y Muthukrishnan, 
1999), y enzimas relacionadas con la formación de metabolitos secundarios (Yang et 
al., 1991; Keith et al., 1991). Tomando todos estos resultados en conjunto, se puede 
decir que en plantas no hospedadoras HrpE provocó un nivel de inducción de genes 
igual o levemente mayor a la obtenida en respuesta a Xac (excepto en el gen SlPti5 
donde la inducción siempre fue menor); en cambio, en naranja los niveles de 
expresión de los genes fueron mayoritariamente menores que los desarrollados por 
Xcv (excepto por los genes CsMSOD y CsPR4 donde fue mayor). Esto sugiere e 
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indica nuevamente que las plantas hospedadoras responden con menor intensidad a 
HrpE con respecto al desarrollo de defensa probablemente debido a una falta en el 
reconocimiento de esta proteína, o a una resistencia natural por parte de los tejidos 
foliares. El hecho de observar mayor expresión de los genes CsMSOD y CsPR4 
frente a HrpE en plantas de naranja, puede deberse a que diferentes proteínas 
secretadas por Xcv inhiban, o modulen negativamente, le expresión de los mismos, 
lo que no ocurre con HrpE sola. 
 
A través de un análisis predictivo, se logró determinar que la proteína HrpE 
posee características comunes con otras proteínas pilinas pertenecientes a 
diferentes patógenos. Aunque HrpE no mostró similitud a otras subunidades de pilus 
de bacterias no relacionadas a las Xanthomonas a nivel de secuencia, compartió 
varias características con estas proteínas siendo pequeña, predominantemente D-
helicoidal (con además una propensión helicoidal más alta en la región carboxilo 
terminal), y con patrones de hidrofobicidad similares. Llamativamente, del análisis de 
apilamiento de secuencia de distintas pilinas HrpE de diversos patógenos 
pertenecientes al género Xanthomonas, se encontró que existe una región altamente 
conservada entre ellas. Esta región, que conforma el extremo carboxilo terminal, 
esta compuesta por los últimos 24 residuos aminoacídicos de las proteínas en 
cuestión. La alta homología en esta región entre pilinas de especies bacterianas con 
diferentes patovares, es un indicativo de que la misma podría estar conformando el 
core del Pilus Hrp. El resto de la secuencia de las proteínas pilinas presenta un 
menor grado de homología con pocos residuos conservados, lo que sugiere que 
esta región estaría involucrada en generar la especificidad de cada patovar. Como 
se comentó anteriormente, no existen trabajos donde se planteen estudios respecto 
a otros posibles roles que poseen las pilinas, además del estructural dentro del 
SST3. Como perspectivas a futuro, sería de gran importancia continuar con los 
estudios referidos a las funciones de la proteína pilina HrpE de Xac, no sólo 
utilizando la proteína en toda su secuencia, sino también analizando las regiones 
comentadas anteriormente. Particularmente, poder comprender si las respuestas 
observadas en las plantas pueden ser atribuidas a alguna de las regiones. A su vez, 
es de similar importancia analizar si el rol agregativo observado para HrpE en las 
bacterias se debe también a alguna de estas regiones. Estudios de esta índole 
permitirán avanzar sobre la hipótesis actual de la ubicación de las regiones amino y 
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carboxilo terminal de HrpE, expuesta y oculta al entorno, respectivamente, planteada 
en la actualidad. 
 
El proceso por el cual se activan las respuestas de defensa de la planta sin el 
desarrollo de una HR, a partir de un tratamiento sobre las plantas, se llama priming. 
Existen ejemplos de este proceso, aumentando las respuestas de defensa a 
diversos patógenos de plantas, incluyendo hongos, oomicetos, bacterias y virus, sin 
muerte celular (Dong et al., 1999; Fontanilla et al., 2005a y b). Cuando HrpE de Xac 
fue estudiada con respecto a este proceso en plantas de naranja, la misma generó 
un priming que disminuyó la subsiguiente infección con Xac. Muy llamativamente, el 
mismo efecto se logró al utilizar otros modelos planta-patógeno, como tomate-Xcv y 
pimiento-Xcv, obteniendo el mismo resultado de priming. Esta característica es 
novedosa para las proteínas del Pilus Hrp, siendo aún más interesante al observar 
que el efecto puede ser intercambiable entre distintos modelos de interacción planta-
patógeno. 
 
En el pasado, el control de las enfermedades y la generación de líneas de 
plantas resistentes protegidas contra la infección de patógenos virales, bacterianos o 
fúngicos, se logró mediante el mejoramiento convencional basado en las cruzas, 
análisis de mutantes, y el retrocruzamiento. Actualmente, varias estrategias que 
incluyen la expresión de secuencias derivadas de patógenos o de agentes anti-
patogénicos, se han desarrollado para diseñar una mejor resistencia a los patógenos 
en plantas transgénicas (Beachy, 1997; Lomonossoff, 1995). En base a los 
resultados obtenidos a través del estudio de HrpE como proteína promotora de 
priming, se considera factible el desarrollo de plantas transgénicas que expresen 
esta proteína como estrategia para la obtención de líneas de plantas de cítricos 
resistentes a Xac, y consecuentemente a la Cancrosis de los Cítricos. Al mismo 
tiempo, la misma estrategia es también aplicable a otras especies de plantas, como 
tomate y pimiento, al menos con respecto a su fitopatógeno X. campestris pv. 
vesicatoria. En vista de la potencialidad del efecto de priming a través de diversas 
especies de plantas, es también interesante continuar con estos ensayos ampliando 
no sólo la variedad de fitopatógenos, sino también de especies o cultivares de 
plantas. 
Otra estrategia diferente para la obtención de plantas transgénicas resistentes 
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a la Cancrosis de los Cítricos es la utilización de anticuerpos que inhiban la 
secreción de proteínas por el SST3. La resistencia basada en anticuerpos es una 
estrategia relativamente novedosa para la generación de plantas transgénicas 
resistentes a los patógenos (Fecker et al., 1997; Zimmermann et al., 1998; Le Gall et 
al., 1998). La eficacia de la resistencia de plantas a base de anticuerpos fue 
demostrada por primera vez en virus de plantas, pero su aplicación a otros 
fitopatógenos es cada vez mayor (Schillberg et al., 2000; de Jaeger et al., 2000; 
Zimmermann et al., 1998; Fecker et al., 1997; Le Gall et al., 1998). En este trabajo 
de tesis se desarrollaron anticuerpos policlonales contra HrpE de Xac, y se 
determinó que efectivamente estos anticuerpos inhiben los efectos de HR o clorosis 
que produce la misma tanto en plantas no hospedadoras como hospedadoras, 
respectivamente. Además, estos anticuerpos fueron capaces de inhibir las 
reacciones de HR provocadas por Xac y por Xcv en hojas de plantas de pimiento o 
de naranja, respectivamente. Estos resultados indican que la efectividad de los 
anticuerpos desarrollados no sólo tiene especificidad contra las estructuras del Pilus 
Hrp de Xac, sino que también la tiene sobre el pilus de especies fitopatogénicas 
relacionadas, como Xcv. Este hecho probablemente se deba al alto grado de 
conservación que existe entre las pilinas de estas especies de Xanthomonas, donde 
el porcentaje de identidad resultó ser del 77% y el de similitud del 88%, tal como fue 
observado en el análisis de secuencias in silico (Figura 6.1). Al analizarse los 
anticuerpos en el modelo deseado (naranja-Xac), se encontró nuevamente que su 
funcionalidad y efectividad fueron las esperadas, disminuyendo las lesiones por 
cancrosis, y sustituyéndolas por lesiones más similares a las encontradas en una 
respuesta de defensa con HR. A futuro, y teniendo en cuenta que el suero de 
anticuerpos purificados también fue efectivo al ser utilizado con Xcv frente a su 
planta no hospedadora naranja, es interesante a futuro realizar estudios para 
determinar si lo mismo es observado al utilizarlos con Xcv frente a pimiento o 
tomate. Si bien el modelo de enfermedad en este caso es diferente al de la 
Cancrosis de los Cítricos, se espera obtener resultados positivos. 
Todos estos resultados indican que la estrategia de obtención de plantas de 
naranjas resistentes a Xac, y por ende a la Cancrosis de los Cítricos, utilizando la 
expresión de anticuerpos específicos contra la proteína pilina de este patógeno, sea 
considerada viable y potencialmente efectiva. 
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7. Estudios e identificación de proteínas de C. sinensis 
blancos de HrpE y Hpa1 
 
7.1. Identificación de interacciones entre proteínas de Xac y de hojas de 
plantas de naranja 
Como se mencionó en capítulos anteriores de esta tesis, muchas de las 
proteínas del patógeno que desencadenan inmunidad en las plantas lo hacen 
mediante la interacción de las mismas con proteínas de las plantas, las que se 
encargan luego de traducir esta interacción a una respuesta. Existen diversos 
ejemplos de proteínas efectoras de patógenos que son capaces de modificar a 
proteínas vegetales durante el desarrollo de la enfermedad (Ribet y Cossart, 2010; 
Kim et al., 2013). Un ejemplo interesante de modificación de proteínas blanco de 
plantas es HopPtoD2 de P. syringae. Esta proteína efectora posee actividad proteína 
tirosina fosfatasa (PTP), y puede inactivar proteínas fosforiladas en tirosina (Bretz et 
al., 2003; Espinosa et al., 2003). Se ha observado que blancos principales de 
HopPtoD2 son las vías MAPK, estando las PTP de plantas involucradas en la 
regulación de estas vías. Con respecto a las proteínas harpin existen evidencias de 
la existencia de posibles blancos en la membrana plasmática de las células 
vegetales ya que se encontró que HrpZ1 de P. syringae pv. phaseolicola se une a la 
membrana de células de tabaco (Lee et al., 2001). Además, HrpN de Erwinia 
amylovora interactúa con las proteínas de manzana llamadas HIPM, y sus ortólogos 
AtHIPM en Arabidopsis thaliana y OsHIPM en arroz (Oh y Beer, 2007), las que se 
localizan en la membrana plasmática de las células de plantas. Ya que por su parte 
Hpa1 y HrpE de Xac desencadenan respuestas de defensa en plantas de cítricos, se 
decidió analizar la existencia de proteínas de esta especie vegetal que interactúen 
con estas proteínas bacterianas. Para ello, se realizó un estudio de interacción 
proteína-proteína mediante el ensayo de doble híbridos en levaduras (Y2H, del 
inglés Yeast Two Hibrid). Este ensayo consiste en la activación de un gen reportero 
por la unión de un factor de transcripción corriente arriba de su secuencia. Para el 
estudio de dos híbridos, el factor de transcripción se divide en dos fragmentos 
separados, uno llamado dominio de unión (BD, del inglés Binding Domain) y el otro 
llamado dominio de activación (AD, del inglés Activation Domain). El BD es el 
dominio responsable de la unión al ADN promotor del gen, y el AD es el dominio 
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responsable de la activación de la transcripción, y cada uno se encuentra en un 
vector plasmídico replicativo en levaduras y selectivo por auxotrofía (pOAD y pOBD). 
El Y2H es por lo tanto un ensayo de complementación proteína-proteína donde, si 
existe interacción entre éstas, se reconstruye el factor de transcripción y por lo tanto 
la expresión del gen reportero (van Criekinge y Beyaert, 1999). Existen diversos 
sistemas de dos híbridos en levaduras, basados en el factor de transcripción a 
reconstruir. En el sistema Gal4 de dos híbridos, utilizado en este trabajo, las colonias 
transformantes se siembran en placas selectivas para los dos plásmidos y para el 
gen reportero auxótrofo HIS3. Las colonias capaces de crecer en este medio 
selectivo (Sc-WHL) están transformadas con ambos vectores (pOAD libera la 
auxotrofía por Leu y pOBD por Trp) y, en principio, induciendo HIS3 como resultado 
de las interacciones proteína-proteína que reconstituyen un Gal4 funcional. 
Los genes hpa1 y hrpE se amplificaron y clonaron en el vector pOBD, 
diseñado para este ensayo (ver Materiales y Métodos, 3.15.2.). El clonado se realizó 
de forma tal que estos genes queden en el mismo marco de lectura que el dominio 
de unión a ADN del factor de transcripción Gal4 de este vector. Las construcciones 
obtenidas se secuenciaron para corroborar la estrategia de clonado, antes de dar 
comienzo a los ensayos de interacción. Se realizó la transformación de células de la 
cepa PJ69-4a de Saccharomyces cerevisiae (ver Materiales y Métodos 3.15.3.) con 
los vectores pOBD-hpa1 y pOBD-hrpE (Figura 7.1). 
Dado que los resultados del sistema de dos híbridos demuestran un evento 
de transcripción, uno de los experimentos más cruciales a realizar inicialmente es 
comprobar si la proteína a analizar es capaz de iniciar la transcripción del gen 
reportero por sí sola; si este es el caso, a la proteína se la denomina autoactivadora, 
y por lo general no es posible analizar este tipo de proteínas en ensayos de dos 
híbridos, debido a que los resultados pueden verse perjudicados por la alta 
frecuencia de falsas interacciones (van Criekinge y Beyaert, 1999). Una forma de 
evidenciar si la proteína a analizar es una proteína autoactivadora, es la utilización 
por selección nutricional a través del gen HIS3. Debido a que el promotor 
incorporado corriente arriba del gen HIS3 responde al dominio BD de Gal4, en los 
ensayos de doble hibrido puede utilizarse el reactivo 3-amino-1,2,4-triazol (3AT), un 
inhibidor competitivo del producto de este gen (van Criekinge y Beyaert, 1999). A fin 
de determinar si las construcciones a estudiar poseían la capacidad de activar por sí 
solas este promotor, se realizó una prueba de autoactivación sobre las levaduras 
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transformadas (ver Materiales y Métodos 3.15.4.) (Figura 7.1). Para este ensayo se 
utilizó el compuesto 3AT en distintas concentraciones en el medio de cultivo de 
selección (Sc-WH), y permitió determinar que la proteína Hpa1 posee una 
autoactivación muy marcada, hasta los 200 mM de 3AT, por lo que se decidió no 
utilizarla para los ensayos de interacción posteriores. Ante esta situación, y con la 
intención de determinar las posibles proteínas blanco de Hpa1, se decidió realizar el 
ensayo utilizando diversos fragmentos de la misma. La posibilidad de utilizar 
fragmentos de una proteína cuando la misma presenta una autoactivación muy 
marcada en ensayos de Y2H ha sido reportada en la bibliografía, proponiendo que la 
eliminación/modificación de partes de la proteína ayuda a disminuir este efecto 
indeseado (Causier y Davies, 2002; van Criekinge y Beyaert, 1999). De esta forma, y 
realizando previamente un análisis detallado de la bibliografía encontrada sobre la 
estructura y función de los diferentes dominios de la proteína Hpa1 (Wang et al., 
2007 y 2008; Yap et al., 2006; Kim et al., 2004; Chen et al., 2008; Ji et al., 2011; Oh 
et al., 2007), se determinó que sería interesante realizar el ensayo de doble híbrido 
con diversos fragmentos de esta proteína a fin de obtener la mayor cantidad de 
información posible. Los fragmentos determinados fueron 5: Hpa11-32, Hpa11-57, 
Hpa133-105, Hpa158-137 y Hpa1106-137, que se definieron tomando en cuenta las dos 
hélices D predichas de la proteína. Hpa11-32, y Hpa1106-137 representan los extremos 
amino y carboxilo terminal, respectivamente, sin contener ningún residuo 
perteneciente a las hélices D predichas. Hpa11-57 y Hpa158-137 representan las 
regiones analizadas en el Capítulo 2 de este trabajo, y cada uno contiene una de las 
hélices D. Por último, Hpa133-105 representa la región que contiene ambas hélices D y 
no contiene ningún residuo anterior o posterior a las mismas (Figura 5.2). Los 
distintos fragmentos se amplificaron por PCR y se clonaron en el vector pOBD en 
marco con el gen gal4 y se secuenciaron para corroborar la correcta construcción de 
los mismos (ver Materiales y Métodos 3.15.2.). Luego se realizó la transformación de 
células de la cepa PJ69-4a, y se realizó la correspondiente prueba de autoactivación 



















Figura 7.1. Diagrama de los pasos seguidos y las condiciones de selección para la 1º transformación de las células de 
levaduras con los clones del vector pOBD conteniendo el gen hrpE, el gen hpa1, y los fragmentos génicos diseñados de este 
último. También se muestra la subsiguiente prueba de autoactivación de las levaduras para determinar las condiciones para el 
desarrollo de los estudios de interacción. 
 
Las concentraciones de 3AT determinadas como críticas, o sea, la 
concentración a la que no crecen colonias de levadura en medio selectivo Sc-WH, 
se muestran en la Tabla 7.1. Esta concentración crítica fue la que se utilizó en todos 













Tabla 7.1. Concentraciones del inhibidor 3AT (en mM) determinadas para cada una de las construcciones analizadas. (*) Este 
clon no fue utilizado para los siguientes pasos del ensayo de doble híbrido. 
 
Una vez determinada la concentración de trabajo del inhibidor 3AT para cada 
caso, se prosiguió a evaluar la interacción entre la proteína HrpE y los 5 fragmentos 
de Hpa1 con la biblioteca de ADNc de plantas de naranja. Así, los pasos siguientes 
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consistieron en la transformación con la biblioteca de naranja (previamente realizada 
y clonada en el vector pOAD en el laboratorio del Dr. Chuck Farah de la Universidad 
de San Pablo, Brasil) de las levaduras ya transformadas con cada construcción en el 
vector pOBD (ver Materiales y Métodos 3.15.5.), tal como se esquematiza en la 
Figura 7.2. Esta biblioteca fue generada tomando el ARN total vegetal a partir de 
hojas de C. sinensis infiltradas con Xac tipo salvaje por 2 días. Se infiltraron sólo 
mitades de las hojas con Xac, pero se procesaron las hojas completas con el 
objetivo de tener representatividad de todos los ARN expresados. 
De los diversos ensayos realizados se obtuvieron distintas cantidades de 
levaduras doblemente transformadas y seleccionadas en el medio Sc-WHL (y su 
correspondiente concentración de 3AT), por ejemplo para HrpE se obtuvieron 
alrededor de 1300 colonias, para Hpa11-57 y Hpa158-137 alrededor de 1000 colonias, 
para Hpa11-32 y Hpa1106-137 alrededor de 600, y para Hpa133-105 sólo 36 colonias. 
La cepa PJ69-4a es extremadamente sensible a las interacciones débiles y 
elimina casi todos los falsos positivos ya que contiene el gen reportero ADE2 bajo el 
control de un promotor diferente, GAL2, que responde al mismo activador Gal4. Por 
lo tanto, para la confirmación de la interacción se utilizó el medio selectivo Sc-WHLA 
(ver Materiales y Métodos 3.15.1.), en el cual se analizaron (en los casos posibles) 
hasta 600 colonias de levaduras. Este paso nos indicó como resultado que entre el 
40 al 60% de las interacciones eran positivas, con la excepción de Hpa133-105 donde 




Figura 7.2. Diagrama con los subsiguientes pasos en el desarrollo del ensayo de doble híbrido en levaduras, indicando desde 
la 2º transformación de las mismas hasta el análisis de los clones y consecuente identificación. 
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Luego, fueron seleccionados 144 clones positivos de HrpE; 126 clones de 
Hpa11-57 y Hpa158-137; 96 clones de Hpa11-32 y Hpa1106-137; y 36 clones de Hpa133-105 
para su posterior secuenciación. A estas colonias se les extrajo el ADN plasmídico 
(ver Materiales y Métodos 3.15.6.), el cual se introdujo en la cepa de E. coli KC8, la 
que permite seleccionar específicamente el vector pOAD conteniendo la sección de 
ADNc codificante para la proteína que presentó la interacción de interés. A 
continuación, se realizó una nueva extracción de ADN plasmídico (pOAD) y una 
secuenciación del fragmento de ADNc clonado en él, el que fue utilizado para 
realizar una búsqueda por homología de la secuencia traducida a proteína 
enfrentándola con bases de datos públicas. Se utilizó la herramienta BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), más en particular BLASTx, que permite 
realizar la búsqueda de proteínas a partir de una secuencia de núcleotidos. Así, 
mediante esta metodología se analizaron los diferentes clones positivos, dentro de 
los cuales se encontraron no sólo proteínas potencialmente de interés, sino también 
secuencias correspondientes al vector pOAD vacío, recombinaciones producidas al 
azar con fragmentos génicos de levadura y secuencias erróneas en el proceso de 
secuenciación. También se encontraron un número considerable de falsos positivos. 
Los falsos positivos son clones de la biblioteca de presas (clonadas en el vector 
pOAD) que codifican para proteínas que tienen una alta ocurrencia en los ensayos 
de Y2H, aún utilizando una gran variedad de proteínas carnadas (clonadas en el 
vector pOBD), por lo tanto se consideran indeseados y suelen ser desechados en 
los subsiguientes análisis. Para cada biblioteca generada existe un grupo de 
proteínas que conforman la lista de falsos positivos, los que únicamente se pueden 
identificar empíricamente. La información general encontrada en este análisis se 




















HrpE 144 18 (12,5) 126 (87,5) 
Hpa11-32 96 18 (18,75) 78 (81,25) 
Hpa11-57 126 28 (22,2) 98 (77,8) 
Hpa133-105 36 3 (8,3) 33 (91,7) 
Hpa158-137 126 13 (10,3) 113 (89,7) 
Hpa1106-137 96 5 (5,2) 91 (94,8) 
 
Tabla 7.2. Resumen de la cantidad de clones analizados para cada construcción, indicando cuantas presas con potencial 
interés fueron encontradas. Dentro de la última columna (Clones descartados) se encuentran todos los clones que fueron 
considerados como negativos, como se detalla en el texto. Se indica en cada caso el porcentaje (%) que representan del total 
de clones analizados. 
 
En ausencia de una interacción proteína-proteína, el gen reportero ADE2 no 
se transcribe, y por lo tanto se acumula un intermedio de la vía metabólica de 
adenina de color rojo, el cual tiñe las colonias del mismo color. La activación del gen 
ADE2 por una interacción proteína-proteína conduce a la expresión del producto del 
gen ADE2 y desbloquea la vía, dando colonias de color blanco. Por esta razón, las 
células PJ69-4a crecidas en el medio Sc-WHLA que expresan un par de proteínas 
que interactúan mostrarán un color desde rosa muy débil hasta blanco, en función 
de la fuerza de la interacción. Sin embargo, no hay ninguna razón para suponer que 
las interacciones débiles tienen menos importancia biológica que las fuertes. 
Basados en esta característica de la cepa de levadura, las proteínas presas 
encontradas y consideradas potencialmente de interés fueron chequeadas para 
determinar si la interacción con su proteína carnada es fuerte o débil. A modo de 
ejemplo de los resultados obtenidos de este ensayo, en la Figura 7.3 se muestra una 
placa de Petri con dos clones analizados para el ensayo de interacción con HrpE, 
uno donde la interacción fue fuerte (pOAD-B06), y otro donde la misma fue más 
débil (pOAD-D08). También se muestran los controles negativos utilizando el vector 

















Figura 7.3. Foto de placa de una prueba de fuerza de interacción utilizando como carnada a la proteína HrpE. A modo de 
ejemplo, se muestran los controles negativos realizados y el chequeo de dos clones presa, con los que la interacción con HrpE 
fue fuerte (pOAD-B06, color de colonia blanco) y débil (pOAD-D08, color de colonia rosáceo). 
 
Luego de este análisis, se seleccionaron las interacciones más fuertes para 
cada proteína analizada, específicamente para el ensayo de interacción de HrpE se 
encontraron 16 proteínas presa de potencial interés; para Hpa11-32 fueron 14; para 
Hpa11-57 fueron 13; para Hpa158-137 fueron 11; para Hpa133-106 y Hpa1106-137 fueron 3. 
El análisis de las proteínas encontradas se realizó tomando en cuenta diversos 
parámetros, tales como la ubicación celular de la proteína encontrada, su ubicación 
dentro de los distintos tejidos de la planta, la función que la misma desarrolla en la 
célula, entre otros. La ubicación en los tejidos de la planta y subcelular para cada 
proteína encontrada se determinó utilizando el programa computacional eFP 
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) basados en homólogos de A. 
thaliana. 
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Proteína detectada Especie Nº de acceso Frec. Func.# Ubic.& 
Proteína del gen de soja 
regulado por frío 2 
Theobroma 




Clementina XP_006438440.1 2 RC Ci/Mi/Clo 
Proteína Relacionada con 
la Patogénesis 1 
Arabidopsis 
thaliana NP_179068.1 1 S B/A Va/Ex 
Subunidad 5 del complejo 
signalosoma COP9 
Cucumis 
sativus XP_004138765.1 1 DP Ci/Nu/Ex 
Proteína precursora 
relacionada a Lectina 
Citrus x 
paradisi AAG38522.1 1 S B/A Ci/Ex 
Proteína tipo YLS9 Citrus sinensis XP_006481585.1 1 S B/A Ci/Ex/Mi/Nu 
Proteína tipo BI1 Citrus sinensis XP_006443997.1 1 MC Mi/Nu/MC 
Transportador de cobre Theobroma cacao EOY33888.1 1 TRAN Ex/Va/Clo 




sinensis XP_006489736.1 1 RC Ci/Ex/Clo 
Dioxigenasa dependiente de 
2-oxoglutarato/Fe(II) 
Citrus 
sinensis XP_006472537.1 1 HORM Ci/Nu/Per 
Proteína asociada al estrés con 
dominios dedos de zinc 
Citrus 
sinensis XP_006482901.1 1 S B/A Ex/Mi/Nu 
Translocador de azúcar-
fosfato/fosfato tipo At3g11320 
Cucumis 
sativus XP_004150243.1 1 TRAN Ex/Mi/MC 
Proteína rica en glicina Citrus sinensis XP_006469561.1 1 S B/A Ex/Nu/Per 
Proteína tipo Metalotioneína Citrus unshiu AF320905_1 1 REDOX Ex/Mi/Clo 
Proteína quinasa receptora 
del tipo At5g24010 
Vitis 
vinifera XP_002278060.1 1 KIN Ex/MC/Va 
 
Tabla 7.3. Resumen de las interacciones entre la proteína HrpE y proteínas de plantas de naranja observadas en este estudio. 
# Basado en trabajos relacionados a cada proteína analizada. 
HORM: Metabolismo de hormonas. S B/A: Asociado a defensa por estrés biótico o abiótico. REDOX: Homeostasis Redox. DP: 
Degradación de proteínas. TRAN: Transportador de iones, azúcares y otros. KIN: Quinasas receptoras. MC: Muerte celular. 
RC: Reordenamiento celular. MET: Metabolismo. CC: Ciclio celular. ?: Desconocido. 
& Basado en gen homólogo de A. thaliana utilizando en programa computacional eFP Browser. 
Ci: Citosol. Clo: Cloroplasto. Nu: Núcleo. Va: Vacuola. Per: Peroxisoma. Ex: Extracelular. MC: Membrana celular. Mi: 
Mitocondria. 
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La lista de posibles proteínas blanco de naranja encontrada para HrpE de Xac 
se encuentran en la Tabla 7.3, y muestra una diversa variedad de proteínas con 
funciones conocidas y desconocidas, entre las que se encontraron proteínas cuyos 
genes se ven inducidos, o forman parte de la defensa frente a algún estrés tanto 
abiótico como biótico, proteínas pertenecientes a los mecanismos de degradación de 
otras proteínas como, enzimas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis 
redox de la célula, proteínas de membrana tanto quinasas sensoras como 
transportadores de iones o azúcares, enzimas involucradas en la producción de 
fitohormonas, y proteínas relacionadas con el reordenamiento y la muerte celular. 
Una breve descripción de las proteínas más relevantes con las que interactúa HrpE 
se detalla a continuación. 
Dentro de las proteínas asociadas a distintos tipos de estreses, se puede 
destacar la proteína del gen de soja regulado por frío 2, SRC2 (por Soybean gen 
Regulated by Cold 2) de Theobroma cacao. El gen de pimiento CaSRC2-1 
(Capsicum annum SRC2-1) fue significativamente inducido en respuesta a la 
infiltración con la bacteria no patogénica X. axonopodis pv. glycines 8ra, la cual 
provoca una HR en esta especie de planta (Kim et al., 2008). CaSRC2-1 codifica 
una proteína que contiene un dominio C2 (dominios reguladores de Ca2+), el cual 
exhibe un alto grado de homología con los genes de proteínas de soja regulados por 
el frío 2 (SRC2) (Kim et al., 2008), lo que es ampliamente conservado entre especies 
de plantas. Poco se sabe acerca de cómo la expresión de SRC2 aumenta con el 
estrés biótico. La transcripción de CaSRC2-1 aumenta tanto en condiciones de 
estrés biótico como abiótico, incluyendo la infección por patógenos bacterianos y 
virales, y tratamiento de frío (Kim et al., 2008). Por ensayos de localización se 
determinó que SCR2 se ubica en la membrana plasmática (Kim et al., 2008). 
Dentro de este mismo grupo, también se destaca la proteína Relacionada con 
la Patogénesis 1 (PR1, por Pathogenesis-Related protein 1) de A. thaliana 
(At2g14610). Las proteínas relacionadas con la patogénesis (PRs) se clasifican en 
17 familias, y se caracterizan por acumularse luego de la infección por patógenos, o 
situaciones relacionadas, en muchas especies de plantas (van Loon et al., 2006). 
Entre las familias de genes PR, los genes PR1 se han utilizado con frecuencia como 
marcadores de resistencia sistémica adquirida (SAR, del inglés Systemic Acquired 
Resistance) en muchas especies de plantas. Sin embargo, sólo una pequeña 
proporción de genes PR1 han sido estudiados de entre los muchos miembros de 
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esta familia, y la información sobre los demás miembros es limitada (Mitsuhara et al., 
2008). Por ejemplo, los genes NtPR1a, b, y c codifican para proteínas ácidas y los 
genes NtPRB1 (PR1g) y NtPRB1b para proteínas básicas, todos ellos reportados en 
tabaco (Nicotiana tabacum) (van Loon y van Strien, 1999), pero existe poca 
información sobre otros miembros PR1. En A. thaliana existen resultados que 
apoyan fuertemente la noción de que la cascada de MAP quinasas son parte de una 
vía de señalización que regula la expresión de PR1 (Dóczi et al., 2007). Entre los 22 
genes que figuran como genes PR1 predichos que codifican proteínas homólogas a 
la proteína PR1a de tabaco en Arabidopsis, sólo uno (At2g14610), es conocido por 
responder contra patógenos, y los otros genes PR1 reportados no respondieron a 
agentes patogénicos bacterianos o fúngicos (van Loon et al., 2006). 
Por otra parte, también se encontró una proteína precursora de Lectina de 
Citrus x paradisi. Lectina es una designación que se da a las proteínas o 
glicoproteínas que generalmente se unen a carbohidratos sin modificarlos 
bioquímicamente. Un dominio de reconocimiento de carbohidratos puede vincularse 
a otros dominios funcionales en la proteína, por ejemplo un dominio con actividad 
enzimática (Gabius et al., 2002; Loris, 2002). El reconocimiento de carbohidratos se 
produce en un gran número de diferentes contextos biológicos. Por lo tanto, las 
lectinas son un grupo muy diverso de proteínas que consisten de muchas familias de 
proteínas no relacionadas (Loris, 2002). Las lectinas de plantas tienen una alta 
estabilidad a la temperatura y pH, y son resistentes a una variedad de enzimas 
proteolíticas, una característica común a la mayoría de las proteínas implicadas en 
los mecanismos de defensa de la planta (Gupta et al., 2008; Khan et al., 2013). Las 
preguntas sobre el papel biológico y mecanismo de acción de las lectinas de plantas 
ha sido objeto de investigación por mucho tiempo, lo que refleja la amplia diversidad 
y la actividad potencial de estas proteínas en la defensa de la planta; entre ellas, 
antifúngica, insecticida, antinutricional y tóxica (Yan et al., 2005); y antibacteriana, a 
través de la inducción de genes relacionados con la defensa y la acumulación de 
ácido salicílico (SA) tras el reconocimiento de patógenos microbianos (Hwang y 
Hwang, 2011). También se ha observado que la expresión de algunas lectinas de 
plantas aumenta como consecuencia de estímulos bióticos o abióticos tales como 
estrés, infección por virus, sequía, o alta concentración de sal (Antonyuk y Evseeva, 
2006). En el año 2007 se publicaron dos trabajos científicos donde se demostró que 
el mismo gen codificante para la lectina presentada en la Tabla 7.3 se encuentra 
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positivamente regulado en hojas de plantas de C. sinensis cuando las mismas son 
infectadas con Xylella fastidiosa, agente causal de la Clorosis Variegada de los 
Cítricos (CVC), o con el Virus de Leprosis Cítrica tipo Citoplásmico (CiLV-C), 
causante de la Leprosis Cítrica (Freitas-Astúa et al., 2007; de Souza et al., 2007); lo 
que estaría sugiriendo más aún que este producto génico de lectina puede estar 
teniendo una función en la defensa de la planta ante dichas infecciones. 
Otra de las proteínas encontradas que está asociada a diversos estreses es 
la proteína tipo YLS9 de C. sinensis. Esta proteína tiene su homólogo con el mismo 
nombre en A. thaliana, AtYLS9, y se conoce también como Glicoproteína LEA (por 
Late Embryogenesis Abundant) rica en hidroxiprolinas. El gen yls9 encontrado 
codifica una proteína cuya secuencia es similar al gen inducido por harpin HIN1 (por 
Harpin-INduced gene) de tabaco, y al gen de resistencia a enfermedad no específica 
de raza NDR1 (por Non-race specific Disease Resistance gene) de Arabidopsis 
(AtNDR1). La expresión de estos genes es inducida por el virus del mosaico del 
pepino, espermina y durante la senescencia (Zheng et al., 2004). AtNDR1 está 
involucrada en algunos mecanismos de resistencia mediada por genes R, en 
respuesta al ataque tanto por patógenos bacterianos como fúngicos (Century et al., 
1995 y 1997). 
Dentro del grupo de las proteínas transportadoras, se puede destacar el 
transportador putativo de cobre de Theobroma cacao. El cobre, un micronutriente 
esencial de las plantas, es un elemento importante ya que además suprime el 
crecimiento de diversas especies del género Xanthomonas. La familia de proteínas 
COPT (por COPper Transporter) de arroz se compone de siete miembros (COPT1 a 
COPT7). Sin embargo sólo dos, COPT1 y COPT5, se han caracterizadas por sus 
funciones en el transporte de este metal (Yuan et al., 2011). Muchos efectores 
modifican directamente las defensas del hospedador mediante la alteración de la 
fosforilación, la degradación de proteínas o la interferencia de ARN, pero una clase 
de efectores del tipo activador de transcripción TAL (por Transcription Activator-Like) 
del patógeno Xanthomonas activa directamente la transcripción de genes del 
hospedador. Estos genes blanco facilitan la infección por parte del patógeno (Mach, 
2010). De hecho, la alteración de estos para hacer insensibles al efector TAL puede 
producir alelos resistentes. Por ejemplo, el alelo xa13 de arroz confiere resistencia a 
la activación transcripcional por un efector TAL de la cepa X. oryzae pv. oryzae 
(Xoo) PXO99, lo que resulta en una resistencia recesiva específica para esta cepa 
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(Mach, 2010). El gen xa13 codifica para una proteína indispensable de membrana 
plasmática, frecuente en eucariotas y con función bioquímica desconocida. Se ha 
demostrado que la proteína XA13 interactúa con otras dos proteínas, COPT1 y 
COPT5, para promover la eliminación de cobre de los vasos del xilema, donde se 
multiplica y se propaga Xoo para causar la enfermedad. La participación de XA13 en 
la redistribución de cobre ha llevado a proponer un mecanismo de virulencia 
bacteriana para Xoo en plantas de arroz (Yuan et al., 2010). 
Una proteína blanco de HrpE encontrada y relacionada con la degradación 
proteica es la Ubiquitina de A. thaliana, la cual, aunque no es igual en su secuencia, 
comparte características y rol con la proteína Ubiquitina de Ricinus communis 
encontrada en el ensayo realizado con el fragmento Hpa11-57. Una breve descripción 
de sus características se encuentra desarrollada en la Sección 7.3., correspondiente 
a dicho fragmento. 
Dentro del grupo de proteínas relacionadas con el reordenamiento celular, se 
puede destacar la proteína del tipo factor depolimerizante de Actina de C. sinensis. 
El comportamiento dinámico de los filamentos de actina está regulado por una gran 
variedad de proteínas de unión a esta, entre las cuales está la familia de proteínas 
Factores Depolimerizantes de Actina (ADF, por Actin-Depolymerizing Factor). Se ha 
publicado un trabajo científico donde se demostró que la dinámica de actina 
desempeña un papel importante en la activación de la resistencia gen-por-gen en A. 
thaliana tras la inoculación con el fitopatógeno P. syringae pv. tomato, utilizando un 
enfoque de genética inversa. Así se determinó que AtADF4 (Actin-Depolymerizing 
Factor 4) es requerido específicamente para la resistencia inducida por el efector 
AvrPphB pero no por AvrRpt2 o AvrB, demostrando que AtADF4 media la 
señalización de la defensa a través de la modificación del citoesqueleto de actina 
(Tian et al., 2009). El mismo grupo de investigación publicó posteriormente otro 
trabajo donde demostraron además que la expresión de RPS5, la proteína de 
resistencia a AvrPphB, se redujo drásticamente en la línea mutante adf4, lo que 
sugiere una mayor relación entre la dinámica del citoesqueleto de actina y la 
regulación transcripcional de genes codificantes para proteínas R (Porter et al., 
2012). 
Una proteína encontrada relacionada con el estado redox de la célula 
hospedadora es la proteína tipo Metalotioneína de C. unshiu. Las metalotioneínas 
son proteínas ricas en residuos de cisteína con bajo peso molecular, el cual varía 
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desde 3,5 a 14 kDa. Existen un número de informes que explican el papel o la 
participación de la metalotioneína en los mecanismos de defensa de las plantas, al 
actuar al mismo tiempo como un inductor de la producción y como un supresor de la 
eliminación de ROS (Hassinen et al., 2011; Grennan, 2011). Además existe un 
trabajo científico realizado en C. jambhiri que indica que las metalotioneínas pueden 
actuar como un factor de defensa de la planta, mediante el control de la producción 
de la toxina ACR del fitopatógeno fúngico Alternaria alternata, determinante para el 
desarrollo de enfermedad en limón rústico por el mismo (Nishimura et al., 2013). 
La única proteína receptora encontrada en este ensayo de doble híbrido con 
HrpE de Xac es la probable proteína quinasa receptora del tipo At5g24010 de Vitis 
vinifera. En las plantas, la formación de órganos y el alargamiento de las células 
requieren un ajuste constante de la pared celular en respuesta a señales 
ambientales, como así también a reguladores internos tales como, luz estrés 
mecánico, ataques de patógenos, fitohormonas, y otras moléculas de señalización. 
Los mecanismos moleculares que perciben estas señales y las traducen en 
respuestas celulares para mantener la integridad y la remodelación de la pared 
celular para la coordinación del crecimiento celular son aún poco conocidos 
(Boisson-Dernier et al., 2011). Utilizando la técnica de AFLP (por cDNA-Amplified 
Fragment Length Polymorphism), se encontró que el gen para la Proteína Quinasa 
Receptora de A. thaliana At5g24010 no se ve afectado en plantas tratadas con la 
hormona vegetal etileno (de Paepe et al., 2004). Posteriormente se publicó un 
trabajo donde se indicó que esta misma proteína se ve acumulada en membranas 
celulares de plantas de A. thaliana tratadas con la molécula PAMP flagelina (flg22), 
junto con otras proteínas de membrana, indicando que los cambios dinámicos de la 
membrana pueden ser inducidos por PAMPs, y sugiriendo la existencia de cambios 
en la compartimentalización de los componentes de membrana involucrados en las 
vías de señalización de moléculas PAMP (Keinath et al., 2010). 
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Proteína detectada Especie Nº de acceso Frec. Func.# Ubic.& A B C D E
Proteína de choque térmico 
26,5 kDa 
Citrus 
sinensis XP_006465333.1 15 S B/A Mi/Nu/Clo  X X
Subunidad 5 del complejo 
signalosoma COP9 
Cucumis 
sativus XP_004138765.1 6 DP Ci/Nu/Ex X  X
Lipoxigenasa Citrus jambhiri BAB84352.1 4 HORM Ci/Mi/Clo  X X
Proteína similar a 
Miraculina tipo 2 
Citrus 




napus ADP37980.1 3 MET 
Ci/Mi/Va 
Per/MC X  X
Proteína Relacionada con 
la Patogénesis 1 
Arabidopsis 
thaliana NP_179068.1 3 S B/A Va/Ex  X X
Proteína de transferencia de 
lípidos no específica tipo 2 
Vitis 




sinensis ABK06393.1 2 S B/A Va/Ex   X X




relacionada a Lectina 
Citrus x 




clementina ESR47894.1 1 TRAN Mi/Nu/Clo X  
Tetraspanina 3 Theobroma cacao EOY33112.1 1 RC Ex/Mi/MC X  




clementina XP_006438869.1 1 S B/A Ci/MC X  
Proteína F17A17.37 Theobroma cacao EOX96650.1 1 ? Ci/Ex/Mi X  
Quitinasa acídica clase I Citrus jambhiri BAC20284.1 1 S B/A Ex/Clo/Va X  
Lipoxigenasa 6 Glycine max XP_003531186.1 1 HORM Ci/Mi/Clo X  
Proteína del gen de soja 
regulado por frío 2 
Theobroma 
cacao EOY06486.1 1 S B/A Nu/Clo X  
 






clementina XP_006438440.1 2 RC Ci/Mi/Clo  X
Carboxipeptidasa Cicer arietinum XP_004500881.1 1 MET Ci/Mi  X
Cisteína proteasa Citrus sinensis ABS12459.1 1 MC Ci/Ex/Clo  X
Cupredoxina Theobroma cacao EOY31108.1 1 REDOX Ex/Mi  X
Ubiquitina Ricinus communis XP_002521706.1 1 DP Ci/Nu  X
Subunidad E del 
Proteosoma 20S 
Ricinus 
communis XP_002526049.1 1 DP Ci/Mi  X
Quinasa dependiente de 
Ciclina tipo F-4 
Citrus 
sinensis XP_006471340.1 1 CC Mi/Nu  X
Proteína no caracterizada 
LOC102625206 
Citrus 
sinensis XP_006466180.1 1 ? Ci  X
Proteína tipo Cistatina Citrus x paradisi ESR45011.1 1 
S B/A 




max XP_003520929.1 1 MET 
Ci/Ex 
Mi/MC   X
Citocromo b5 isoforma 1 Citrus sinensis XP_006493156.1 1 MET 
Ci/Mi/Nu 
Clo/MC   X
Proteína multifuncional tipo 
AIM1 de E-oxidación 
de ácidos grasos 
Citrus 








sinensis XP_006478102.1 1 
S B/A 
MET Ci/Mi   X




Clo/Va   X
Proteína no caracterizada 
LOC102629686 
Citrus 
sinensis XP_006482483.1 1 ? Ci/Mi   X
Superóxido dismutasa Cu/Zn Citrus sinensis CAA03881.1 1 REDOX Ci   X
 
Tabla 7.4. Resumen de las interacciones entre la proteína Hpa1 y proteínas de plantas de naranja observadas en este estudio, 
tomando en cuenta las proteínas blanco que aparecieron en las interacciones con al menos dos fragmentos distintos de la 
proteína. 
# Basado en trabajos relacionados a cada proteína analizada. 
HORM: Metabolismo de hormonas. S B/A: Asociado a defensa por estrés biótico o abiótico. REDOX: Homeostasis Redox. DP: 
Degradación de proteínas. TRAN: Transportador de iones, azúcares y otros. KIN: Quinasas receptoras. MC: Muerte celular. 
RC: Reordenamiento celular. MET: Metabolismo. CC: Ciclio celular. ?: Desconocido. 
& Basado en gen homólogo de A. thaliana utilizando en programa computacional eFP Browser. 
Ci: Citosol. Clo: Cloroplasto. Nu: Núcleo. Va: Vacuola. Per: Peroxisoma. Ex: Extracelular. MC: Membrana celular. Mi: 
Mitocondria. 
A (Hpa11-32), B (Hpa11-57), C (Hpa133-105), D (Hpa158-137), E (Hpa1106-137). 
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De la misma forma que ocurrió con HrpE, la lista de proteínas blanco de 
naranja encontrada para los distintos fragmentos de Hpa1 de Xac arrojó una diversa 
variedad de proteínas con funciones desconocidas y conocidas (Tabla 7.4). 
Realizando un análisis de los resultados encontrados para cada fragmento, se logró 
determinar un conjunto de proteínas que fueron observadas en los estudios de 
interacción con al menos dos de estos. Estas proteínas de plantas indican, entre 
otros aspectos, la posible existencia de regiones involucradas directamente en una 
interacción en particular. 
Dentro de las proteínas asociadas a distintos tipos de estreses, se puede 
destacar la proteína de choque térmico de 26,5 kDa de C. sinensis. Casi todos los 
estreses inducen la síntesis de un grupo de proteínas llamadas proteínas de choque 
térmico (Hsp, por Heat shock protein). En plantas, estas proteínas se agrupan en 
cinco clases de acuerdo a su peso molecular aproximado: Hsp100, Hsp90, Hsp70, 
Hsp60 y las Pequeñas Proteínas de Choque Térmico (sHsp, por small Hsp). Las 
plantas superiores pueden poseer entre 20 y 40 sHsps (Al-Whaibi, 2010). Se sabe 
que las Hsp están involucradas en la respuesta a diversas formas de estrés además 
del calor. Sin embargo, el papel de las Hsp en condiciones de estrés por frío y estrés 
no térmico no se comprende bien (Swindell et al., 2007). Las Hsps se unen y 
estabilizan las proteínas que se han desnaturalizado durante las condiciones de 
estrés, y funcionan como chaperones moleculares que impiden la agregación de 
proteínas (Bartels y Sunkar, 2005). En Arabidopsis, la actividad chaperona de las 
Hsps durante el estrés biótico ha demostrado ser importante para la estabilidad y la 
acumulación de proteínas de resistencia R, y para la coordinación de la cascada de 
señalización de toda la defensa (Botër et al., 2007). El conocimiento del rol que 
tienen las sHsps en los mecanismos de defensa a estrés biótico es muy variado 
entre las diferentes especies de plantas. Recientemente se publicó un trabajo donde 
se determinó que la familia de genes GmHsp20 de Glycine max está involucrado en 
la respuesta al estrés biótico (Lopes-Caitar et al., 2013). 
Dentro de este mismo grupo, también se destaca una proteína similar a 
Miraculina de tipo 2 (MLP2, por Miracullin-Like Protein 2) de C. japonica. En el año 
2006 se publicó un trabajo científico donde se encontraron, en plantas de C. 
jambhiri, dos genes que expresan para esta proteína, rlemMLP1 y rlemMLP2 
(Tsukuda et al., 2006). La transcripción de los mismos no fue detectada en hojas y 
tallos, pero sí en frutos. Sin embargo, las transcripciones se acumularon a niveles 
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más altos en las hojas luego de dañarlas mecánicamente, inocularlas con el 
fitopatógeno fúngico Alternaria alternata, o tratarlas con vapores de la hormona 
vegetal metil jasmonato. A su vez, los productos proteicos de ambos genes 
demostraron tener actividad de inhibidor de proteasas (Tsukuda et al., 2006), hecho 
esperado ya que la miraculina pertenece a la familia de inhibidores de proteasas del 
tipo Kunitz. Sólo la proteína RlemMLP2 mostró actividad antifúngica contra Alternaria 
citri. Un análisis de la localización celular de RlemMLP1 y RlemMLP2 indicó que 
ambas se localizan en el citoplasma (Tsukuda et al., 2006), aunque más 
recientemente se demostró que es también secretada en los espacios intercelulares 
en las células vegetales (Hirai et al., 2010). 
Por otra parte, también se encontró la proteína Relacionada con la 
Patogénesis 1 (At2g14610) de A. thaliana, encontrada también en el ensayo 
realizado con la proteína HrpE. Una breve descripción de sus características se 
encuentra desarrollada en la Sección 7.2. 
Otra de las proteínas encontradas que está asociada a diversos estreses es 
la proteína de transferencia de lípidos no específica tipo 2 de V. vinifera. Las NsLTPs 
(por Non-specific Lipid Transfer Proteins) se clasifican en dos subfamilias de 
acuerdo con sus pesos moleculares: NsLTP1 (9 kDa) y NsLTP2 (7 kDa), y son 
conocidas por participar en la defensa de la planta (Cheng et al., 2004). Las LTPs 
pueden ser componentes importantes de la defensa directa contra bacterias y 
hongos patogénicos, hecho que se ha observado in vitro en extractos de proteínas 
de una gran variedad de plantas incluyendo rábano, cebada, A. thaliana, espinaca y 
cebolla (Yeats y Rose, 2007). Cada una de estas isoformas inhibe el crecimiento de 
bacterias y hongos patógenos en diversos grados, dependiendo de la isoforma y del 
patógeno. Si bien el mecanismo de toxicidad de las LTPs no es del todo claro aún, 
parece que depende de la capacidad de estas para promover la permeabilización de 
la membrana del patógeno, pero no la del hospedador (Cammue et al., 1995; 
Regente et al., 2005). Un hecho que apoya la idea sobre el papel defensivo de las 
LTPs proviene del análisis de sus patrones de expresión, ya que muchas son 
inducidas a partir de la inoculación con patógenos, lo que conduce a la definición de 
las LTPs como una familia de proteínas relacionadas a la patogénesis (PR), llamada 
PR-14 (van Loon y van Strien, 1999). 
Por último, dentro de este grupo de proteínas también se encontró una 
proteína relacionada a estrés de C. sinensis. Por análisis de secuencia, esta 
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proteína pertenece a la familia de proteínas Relacionadas con la Patogenicidad 10 
(PR10), ya que presenta una alta homología de secuencia con la proteína PR10 de 
Nicotiana tabacum y otras especies de plantas. Esta familia de proteínas se 
compone de diversos miembros subagrupados en clases, que contienen diferentes 
funciones. Se cree que las proteínas PR10 están implicadas en la defensa de la 
planta debido a que sus genes están normalmente inducidos en un gran número de 
especies de plantas en respuesta a ataques por agentes patogénicos, incluyendo 
bacterias (Esnault et al., 1993), virus y hongos (Liu y Ekramoddoullah, 2006). 
Una proteína blanco encontrada y relacionada con la degradación proteica es 
la subunidad 5 del complejo signalosoma COP9 de C. sativus. Esta subunidad, 
llamada por la abreviatura CSN5 (por Constitutively Photomorphogenic 9 (COP9) 
SigNalosome subunit 5 tiene actividad de derubilación (Cope et al., 2002; Maytal-
Kivity et al., 2002; Tran et al., 2003; Ambroggio et al., 2004), la cual es caracterizada 
por la eliminación de RUB1 (por Related to UBiquitin), una proteína del tipo 
ubiquitina (Ub) (Wei y Deng, 2003; Chew y Hagen, 2007). El complejo COP9, 
descubierto originalmente como un complejo esencial que regula el desarrollo 
inducido por luz en Arabidopsis (Wei y Deng, 1992; Wei et al., 1994 y 1998; 
Chamovitz et al., 1996), tiene un papel central en la regulación de la vía de 
degradación proteica Ub/Proteosoma 26S, por lo que participa en diversos procesos 
celulares y de desarrollo, incluyendo la progresión del ciclo celular, la expresión 
génica, las respuestas de las plantas a la luz y hormonas, y la señalización en la 
defensa contra patógenos (Wei y Deng, 2003; Wolf et al., 2003; Liu et al., 2002). La 
vía Ub/Proteosoma 26S media la degradación de proteínas y es el sistema de 
eliminación de proteínas dominante en plantas (Dreher y Callis, 2007). Los sustratos 
son primeramente poliubiquitinados y luego son degradados por el Proteosoma 26S 
(Smalle y Vierstra, 2004). En un trabajo en el que se desarrollaron plantas 
transgénicas de fenotipo no letal delecionando el gen que codifica para CSN5, se 
demostró que el signalosoma COP9 juega un papel importante en la degradación de 
un sustrato de SCFTIR (un complejo Ligasa E3 de Ub) en la respuesta a auxina 
(Schwechheimer et al., 2001), lo que sugiere que COP9 podría desempeñar un rol 
aún mayor en la mediación de respuestas a través de ligasas E3 de Ub. La 
ubicación de AtCSN5 de A. thaliana en diversos compartimentos celulares sugiere 
que su función puede estar distribuida ampliamente en la célula y su entorno, 
aunque su función final dentro del complejo COP9 se produzca en el núcleo. 
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Dentro del grupo de proteínas relacionadas con la síntesis de fitohormonas, 
se encontró la enzima Lipoxigenasa de C. jambhiri. Al realizar un análisis de la 
secuencia de esta enzima, la misma demostró tener una alta homología con la 
enzima lipoxigenasa 2 (LOX2) de diversas especies. La peroxidación lipídica, 
desencadenada por lipoxigenasas (LOXs) y especies reactivas de oxígeno, es una 
característica distintiva de la respuesta a patógenos por parte de las plantas, tanto 
en los procesos de transducción de señales como durante la ejecución de la muerte 
celular programada. Típicamente, las LOXs oxidan ácidos grasos libres en el citosol 
o cloroplastos, iniciando de este modo varias vías para la generación de oxilipinas, 
una familia de moléculas en las que están incluidas las fitohormonas jasmonatos 
(Mosblech et al., 2009). Se sabe que el gen lox2 de A. thaliana codifica para una 13-
lipoxigenasa, un tipo de LOX involucrada en el primer paso de la biosíntesis de los 
jasmonatos (Grebner et al., 2013). El gen lox2 es altamente expresado en hojas por 
tratamientos de estrés, como heridas y estrés osmótico (Grebner et al., 2013); y 
LOX2 demostró contribuir a la síntesis de la mayoría de los jasmonatos producidos 
por heridas y estrés osmótico, y durante la senescencia de las hojas (Bell et al., 
1995; Glauser et al., 2009). 
Una proteína encontrada relacionada con el metabolismo celular es la enzima 
glicolítica Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (G3PdH) de Brassica napus. El 
establecimiento y mantenimiento de un sumidero metabólico es un aspecto crucial 
en la patogénesis de plantas que ha recibido muy poca atención en comparación 
con las señalizaciones implicadas en el reconocimiento inicial de un patógeno 
(Chanda et al., 2008). La colonización por un patógeno se asocia con múltiples 
cambios metabólicos en la planta hospedadora y, especialmente, con aumentos en 
la expresión de muchos genes que codifican proteínas implicadas en los ciclos de 
nutrientes como azúcares, aminoácidos, y el transporte de minerales (AbuQamar et 
al., 2006). Hay evidencia que sugiere que los componentes del metabolismo primario 
pueden actuar como señales regulando diversos aspectos de defensa de la planta 
(Schaaf et al., 1995; Ehness et al., 1997; Scheideler et al., 2002; Price et al., 2003; 
Lipka et al., 2005; Chandra-Shekara et al., 2007). En plantas, la expresión de la 
enzima glicolítica G3PdH se induce bajo estrés ambiental, observado en hojas y 
tallos de plantas de papa (Solanum tuberosum L.) inoculados con Pseudomonas 
infestans, tratados con ácido eicosapentaenoico (un elicitor encontrado en P. 
infestans) o ácido salicílico (una señal endógena para la inducción de resistencia 
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sistémica adquirida, SAR) (Laxalt et al., 1996). Por otra parte, desde el año 2008 se 
sugiere que esté implicada en la respuesta al estrés a través del sistema de defensa 
antioxidante previniendo la muerte celular mediada por peróxido de hidrógeno (Baek 
et al., 2008). 
La única proteína encontrada relacionada con el estado redox de la célula 
hospedadora esla enzima Catalasa de C. maxima. Aunque el H2O2 es esencial para 
señalizar la invasión del patógeno y así la defensa, la acumulación en exceso de 
este conduce a un estrés oxidativo que puede dañar los distintos tejidos de la planta. 
La enzima catalasa elimina el H2O2 promoviendo su conversión en H2O y O2, 
regulando de esta forma la cantidad de peróxido de hidrógeno en los tejidos 
(Davletova et al., 2004; Mittler et al., 1999; Mittler, 2002; Willekens et al., 1997). De 
no ser eliminado, el H2O2 puede dañar las células reaccionando con otras 
biomoléculas derivando a un estrés oxidativo (Dat et al., 2001). Las catalasas son 
importantes en el desarrollo de la planta, la defensa, el envejecimiento y la 
senescencia; consecuentemente están bajo una regulación temporal y espacial 
estricta (Magbanua et al., 2007). En estudios de doble híbrido en levaduras llevados 
a cabo entre la proteína de avirulencia AvrPto de P. syringae y proteínas 
provenientes de plantas de tomate, se identificó una catalasa que interactúa con la 
proteína de resistencia de planta Pto de manera dependiente de AvrPto, por lo que 
fue denominada como Adi1 (por AvrPto-dependent Pto-interacting). Los autores 
postularon que una interacción entre Adi1 y Pto en la planta podría resultar en la 
inactivación parcial o cambio de conformación de la catalasa, pudiendo estar 
contribuyendo al estallido oxidativo que resulta de la infección por patógenos para 
eliminar este último. En este modelo, AvrPto estaría reactivando a Adi1 para que se 
produzca la eliminación de las ROS y así mejorar su patogenicidad (Bogdanove y 
Martin, 2000). 
 
Además, se obtuvieron otras proteínas que mostraron tener una posible 
interacción exclusivamente con el fragmento amino terminal Hpa11-32. 
Dentro de las proteínas asociadas a distintos tipos de estreses, se pueden 
destacar una proteína precursora de Lectina de Citrus x paradisi y la proteína del 
gen de soja regulado por frío 2 de Theobroma cacao, encontradas también en el 
ensayo realizado con la proteína HrpE. Una breve descripción de sus características 
se encuentra desarrollada en la Sección 7.2. 
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En este mismo grupo de clasificación, también se destaca la proteína 
hipotética CICLE-v10032182mg de C. clementina, la que tiene una alta homología 
con la proteína Anexina de Ricinus communis. Las anexinas son proteínas solubles 
multifuncionales capaces de unirse a membranas, están distribuidas por toda la 
planta durante todo el ciclo de vida, y su expresión y localización intracelular están 
bajo el control del desarrollo y el ambiente. Potencialmente, podrían operar en las 
rutas de señalización que involucran al Ca2+ libre y a las ROS (Mortimer et al., 2007). 
Además, la expresión de las anexinas se induce por el ataque de bacterias y virus 
patogénicos, pero el papel específico de éstas en la defensa contra los mismos aún 
no se ha definido (Clark et al., 2012). También fueron encontradas en el floema de 
Ricinus communis y Brassica napus (Barnes et al., 2004; Giavalisco et al., 2006), y 
se sugirió que una forma en que podrían funcionar en el mismo es a través de la 
regulación de la enzima Calosa Sintasa, necesaria para cerrar los tubos cribosos 
luego de una herida (Clark et al., 2012). 
Por otra parte, también se encontró una enzima Quitinasa acídica clase I de 
C. jambhiri. Las quitinasas son enzimas que hidrolizan la N-acetilglucosamina del 
polímero de quitina, y se producen en diversos tejidos de la planta a lo largo de una 
amplia gama de especies. La familia de proteínas asociadas a patogénesis 3 (PR3) 
está conformada por estas enzimas (Datta y Muthukrishnan, 1999), las cuales se 
expresan constitutivamente en niveles bajos, pero su expresión aumenta 
considerablemente por numerosos agentes abióticos (etileno, ozono) y bióticos 
(hongos, bacterias, virus). Diferentes clases de quitinasas vegetales se pueden 
distinguir por criterios moleculares, bioquímicos y fisicoquímicos. Por lo tanto, las 
quitinasas vegetales pueden diferir en características por su unión a sustrato, la 
localización dentro de la célula, y las actividades específicas (Punja y Zhang, 1993). 
Las quitinasas vegetales a menudo se han agrupado en cuatro clases sobre la base 
de la estructura primaria (Gomi et al., 2002). Algunas quitinasas tienen también 
actividad lisozimáticas y pueden hidrolizar los peptidoglicanos en las paredes 
celulares bacterianas (Conrads-Strauch et al., 1990; Jekel et al., 1991). Cabe 
destacar que la enzima encontrada en este análisis contiene una región que 
pertenece a la superfamilia de la lisozimas. 
Dentro del grupo de las proteínas involucradas en el metabolismo celular de 
las células hospedadoras, se encontró una enzima perteneciente a la superfamilia 
de las D/E Hidrolasas de Theobroma cacao. La inoculación de plantas de arroz con 
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la bacteria no patogénica P. syringae pv. syringae conduce a la activación de genes 
relacionados con la defensa y a la resistencia inducida contra el patógeno fúngico 
Pyricularia oryzae. El gen pir7b de arroz, un gen relacionado con la defensa inducida 
por P. syringae pv. syringae, codifica para una D/E Hidrolasa (Wäspi et al., 1998). 
Dentro de las proteínas asociadas a la síntesis de fitohormonas, se encontró 
a la enzima Lipoxigenasa 6 de Glycine max. Como se comentó anteriormente, las 
oxilipinas son moléculas de señalización ubicuas que derivan de ácidos grasos 
poliinsaturados en procesos enzimáticos y no enzimáticos. En hojas, los jasmonatos 
se acumulan tanto en respuesta a factores abióticos como bióticos (Wasternack, 
2007). El primer paso en la biosíntesis de jasmonatos es catalizada por las 13-
lipoxigenasas, y en Arabidopsis LOX6 es uno de los cuatro genes que codifican para 
éstas (Grebner et al., 2013). En tabaco se requiere la actividad de dos LOXs para la 
progresión de la HR: una 13-LOX para la síntesis de ácido jasmónico (JA), y una 9-
LOX para la peroxidación de ácidos grasos, lo que conduce a los daños en la 
membrana y la eventual muerte celular (Rustérucci et al., 1999). 
 
De la misma forma, se obtuvieron otras proteínas que mostraron tener una 
posible interacción exclusivamente con el fragmento amino terminal Hpa11-57. 
Dentro de las proteínas asociadas a los mecanismos de muerte celular, se 
encontró la enzima Cisteína proteasa de C. sinensis. Estas enzimas juegan un papel 
esencial no sólo en el crecimiento y desarrollo de la planta, sino también en la 
senescencia y muerte celular programada (PCD, por Programmed Cell Death), y en 
la acumulación y movilización de proteínas de almacenamiento, participando tanto 
en procesos anabólicos como catabólicos. Por otra parte, están involucradas en las 
vías de señalización y en la respuesta al estrés biótico y abiótico (Grudkowska y 
ZagdaĔska, 2004). La regulación de la PCD es de importancia central en las 
interacciones planta-microorganismo y se observa en muchas de las respuestas de 
resistencia por parte del hospedador (Dickman y Fluhr, 2013). 
Dentro del grupo de las proteínas asociadas al estado redox de la célula 
hospedadora, se puede destacar la proteína Cupredoxina de Theobroma cacao, las 
cuales contienen un sólo átomo de Cu coordinado, y muestran estructuras 
tridimensionales similares, potenciales de reducción relativamente altos, y una fuerte 
absorción cerca de los 600 nm (Dennison, 2005). Las cupredoxinas son proteínas 
que desempeñan un papel crucial en muchos procesos importantes, como la 
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fotosíntesis, la respiración, la señalización celular, y muchas otras reacciones redox 
(Marshall et al., 2009), aunque también pueden regular la concentración de Ca2+, 
Mg2+ u otros iones en plantas, y participar en la regulación de ROS producidas en 
una HR (Nersissian et al., 1998), y se ha informado que su expresión puede ser 
inducida tanto por estrés abiótico como biótico (Jansen et al., 2005). 
Una proteína blanco encontrada y relacionada con la degradación proteica es 
la Ubiquitina de Ricinus Communis. La Ubiquitina (Ub) es una proteína altamente 
conservada que se une covalentemente a residuos de lisina de proteínas blanco., 
siendo luego sustrato para la fijación de otras Ub, lo que conduce a la formación de 
una cadena de poliubiquitinas (Mukhopadhyay y Riezman, 2007). La ubiquitinación 
puede afectar a las proteínas de muchas maneras, entre ellas: ser señal para la 
posterior degradación a través del Proteosoma 26S, alterar su localización, afectar 
su actividad y promover o prevenir interacciones con otras proteínas (Mukhopadhyay 
y Riezman, 2007; Schnell y Hicke, 2003; Glickman y Ciechanover, 2002). 
Otra proteína encontrada perteneciente a este grupo de clasificación es la 
subunidad E del Proteosoma 20S de Ricinus cummunis. Las células vegetales 
contienen una mezcla de Proteosomas 26S y 20S, que median la proteólisis de 
forma dependiente e independiente de Ub, respectivamente. El Proteosoma 26S 
contiene al Proteosoma 20S y una o dos partículas reguladoras que son necesarias 
para la degradación dependiente de Ub (Kurepa et al., 2009). La oxidación de 
proteínas en las células se produce continuamente por las ROS generadas durante 
los períodos de estrés oxidativo, lo que puede convertirse en una amenaza para la 
supervivencia celular. Se ha demostrado que el Proteosoma 20S reconoce y 
degrada selectivamente las proteínas ligeramente oxidadas en el citosol, núcleo y 
retículo endoplasmático, minimizando de este modo su citotoxicidad (Davies, 2001). 
 
Por último, para el caso del fragmento carboxilo terminal Hpa158-137, una breve 
descripción de las proteínas encontradas exclusivamente para el mismo se 
encuentra a continuación. 
Una proteína blanco encontrada y relacionada con la degradación proteica es 
la enzima Cisteína proteasa tipo RD21a de C. sinensis, la cual pertenece a la familia 
de las cisteína proteasas del tipo Papaína (PLCP, por Papain-Like Cysteine 
Protease), que juegan un papel crucial en las interacciones planta-patógeno (Richau 
et al., 2012) ya que están involucradas en la degradación de proteínas ajenas, tanto 
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por la planta como por el patógeno (Shindo y van der Hoorn, 2008). Las PLCPs se 
producen con un dominio autoinhibidor que se pliega en la hendidura de unión al 
sustrato, y que necesita ser eliminado proteolíticamente para activar la proteasa 
(Taylor et al., 1995). Algunos ejemplos de PLCPs de plantas son Rcr3 (por Required 
for Cladosporium resistance-3) y PIP1 (Phytophthora Inhibited Protease-1) de tomate 
(Shindo y van der Hoorn, 2008). 
Una proteína encontrada relacionada con el estado redox de la célula 
hospedadora es la enzima Superóxido dismutasa de Cu/Zn de C. sinensis, la cual se 
encuentra principalmente en los sitios donde se genera el anión superóxido. Esta 
enzima está relacionada indirectamente con la respuesta de defensa a patógenos, 
ya que el anión superóxido es un componente de la HR (Able et al., 2000). 
Recientemente se publicó un trabajo científico donde se analizó el proteoma de la 
matriz extracelular de cítricos comparándolo entre los tratamientos con el patógeno 
hospedador Xac y el patógeno no hospedador Xoo, observándose que esta enzima 
tiene una expresión diferencial, lo que sugiere una importancia de la misma en el 
estado redox de la matriz extracelular durante estas interacciones (Swaroopa Rani y 
Podile, 2013). 
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7.4. Discusión 
Mediante el ensayo de doble híbrido en levaduras llevado a cabo en este 
trabajo se han encontrado proteínas vegetales que posiblemente interaccionen con 
las proteínas bacterianas estudiadas. Los resultados obtenidos en estos ensayos 
han permitido evaluar la posible participación de las proteínas vegetales en el 
reconocimiento de Xac. A modo de análisis global de estos estudios, es interesante 
notar la existencia de un subconjunto de proteínas de naranja que fueron 
observadas tanto en el ensayo de interacción con HrpE como con Hpa1 (sus 
fragmentos). Éstas son proteínas asociadas mayoritariamente a las respuestas de 
defensa frente a algún estrés ya sea biótico como abiótico, o pertenecientes a los 
mecanismos de degradación de otras proteínas, o relacionadas con el 
reordenamiento celular, lo que indica que probablemente sean proteínas blanco del 
hospedador y sirvan para el reconocimiento de diversas proteínas del patógeno y 
por lo tanto para la subsiguiente inducción de los mecanismos de defensa de la 
planta. 
 
El modelo para explicar el mecanismo de ensamblaje de los SST3s de 
fitopatógenos no está actualmente consolidado, y no se conoce si las proteínas 
pilinas que los componen son además translocadas a la célula hospedadora. Por lo 
tanto todas las proteínas encontradas en el ensayo de doble híbrido, al margen de 
su localización subcelular, resultan interesantes y se propone analizar en futuros 
estudios la función biológica de su interacción con HrpE. 
 
Del total de proteínas encontradas en todos los ensayos utilizando los 
fragmentos de Hpa1, la región amino terminal (considerada desde el residuo 1 al 57) 
mostró interacción con aproximadamente el 65% del total de las proteínas 
encontradas. Esto podría sugerir una correlación entre la capacidad de formación de 
fibras amiloides con un mayor número de interacciones con proteínas de la planta, 
ya que lo opuesto se observa con la región carboxilo terminal (considerada desde el 
residuo 58 al 137). Otra observación que deriva del análisis de las tablas anteriores 
es la baja cantidad de proteínas que interactúan con la región central Hpa133-105 que 
contiene ambas regiones de hélice D de la harpin, lo que podría sugerir que las 
interacciones con otras proteínas por parte de Hpa1 se deba, en gran parte, a sus 
regiones extremas tanto amino como carboxilo, indicando la importancia de las 
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mismas en la interacción de Hpa1 con otras proteínas. 
También es interesante destacar que no se detectaron ortólogos de naranja 
de las proteínas HIPM comentadas anteriormente (Oh y Beer, 2007), lo que puede 
ser indicativo de la falta de su existencia en esta especie de planta, o de que la 
interacción con las mismas se produce a través de uno o varios dominios existentes 
en las harpin de la familia de HrpN que no poseen las de la familia de Hpa1, ya que 
estas familias de proteínas presentan grandes diferencias a nivel de secuencia. 
 
Teniendo en cuenta el alto número de posibles proteínas de interés 
interactuantes encontradas tanto con HrpE como Hpa1, en nuestro laboratorio se 
prevé a futuro desarrollar experimentos que permitirán confirmar las interacciones 
entre estas proteínas de la planta y las bacterianas, con énfasis en la importancia de 
la interacción respecto al rol que las mismas tienen, o podrían tener, en la 
interacción Xac-plantas de cítricos. En el año 2008 se publicó un trabajo científico en 
el cual se detectaron los genes que se ven inducidos al enfrentar plantas de naranja 
con Xac por medio de estudios de transcriptómica (Cernadas et al., 2008). 
Llamativamente, varios de los genes que se vieron inducidos en este trabajo 
codifican para las mismas proteínas encontradas en los ensayos de interacción por 
doble híbrido presentes en este trabajo de tesis, lo que aumenta las expectativas 
sobre los futuros análisis a desarrollar referidos al tema. Entre estas proteínas se 
encuentran, por ejemplo, varias quinasas receptoras, diversas cisteína proteasas, 
una proteína de transferencia de lípidos no específica, una ubiquitina, una proteína 









































En el presente trabajo de tesis se realizaron estudios sobre dos proteínas 
relacionadas al Sistema de Secreción Tipo III de la bacteria fitopatógena 
Xanthomonas axonopodis pv. citri, y sus importancias en el desarrollo de la 
Cancrosis de los Cítricos. No sólo se estudiaron los aspectos en la interacción Xac-
naranja, sino que también se abordaron ensayos enfrentando estas proteínas a 
plantas no hospedadoras de Xac. 
 
Se caracterizó la proteína harpin asociada al SST3, Hpa1 de Xac, en la 
interacción planta-patógeno. Los resultados mostraron que Hpa1 fue capaz de 
inducir HR en plantas no hospedadoras. Concordantemente se observó la aparición 
de muerte celular, aumento en la producción de ROS, en la deposición del 
polisacárido calosa, y en la liberación de iones. Además, el análisis de la expresión 
de genes relacionados con la defensa mostró una inducción de éstos cuando las 
plantas fueron tratadas con esta proteína. La aplicación de Hpa1 en plantas 
hospedadoras no causó ninguna respuesta visible, acorde con la baja expresión de 
genes de defensa observada, aunque estudios de la morfología de los tejidos foliales 
por medio de análisis de microscopía revelaron un desorden de los mismos junto 
con un leve aumento de los depósitos de calosa. Particularmente, y en oposición con 
lo observado para otras proteínas harpin de la familia Hpa1, la infiltración Hpa1 de 
Xac en plantas hospedadoras no protegió contra futuras infecciones indicando que 
no funcionó como un elicitor de la respuesta de priming de la defensa. 
La expresión de hpa1 aumentó tanto en un medio mimetizador del apoplasto 
vegetal como en condiciones tempranas del ciclo infectivo de Xac. Se determinó 
además, a través del análisis por mutación del gen hpa1 y del agregado ectópico de 
la proteína, la participación de Hpa1 de Xac en la agregación bacteriana, no sólo 
cuando se estudiaron los efectos sobre bacterias crecidas en medio de cultivo, sino 
también cuando ello se realizó in planta. Al igual que otras proteínas harpin 
estudiadas, Hpa1 de Xac mostró ser secretada en forma dependiente del SST3 de la 
bacteria. 
En base a los resultados obtenidos, se propone entonces un modelo de doble 
función para Hpa1 de Xac en las interacciones planta-patógeno; como proteína 
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inductora de la respuesta de defensa basal, como se observó en plantas no 
hospedadoras; y en el aumento de la virulencia del patógeno, probablemente 
causando cambios en la estructura del mesófilo de las hojas de cítricos y 
promoviendo la agregación de las células bacterianas, lo que conlleva a una mayor 
colonización de los tejidos. Esta actividad de agregación es concebible en un modelo 
en el que Xac requiere de la proteína harpin para reclutar un mayor número de 
células patógenas para interactuar con la membrana celular vegetal y predisponer el 
tejido a la posterior acción infectiva. 
A través de estudios biofísicos realizados sobre Hpa1 se demostró que luego 
de ser expresada, la misma se ensambla en forma tetramérica, y con una 
conformación mayoritariamente D-helicoidal, en concordancia con las predicciones 
realizadas con programas bioinformáticos. Al mismo tiempo, se demostró que Hpa1 
de Xac forma fibras de tipo amiloides, ricas en láminas E, en las condiciones 
encontradas en el apoplasto vegetal, sugiriendo que esta estructura podría tener un 
rol en los efectos causados por esta proteína. Se estudió el comportamiento térmico 
tanto de la proteína en forma tetramérica como de las fibras maduras, y se 
determinó que la estabilidad característica de estas proteínas no está asociada a las 
conformaciones de estructura secundaria de la misma, sino a factores intrínsecos de 
la secuencia primaria. La capacidad de desarrollo de HR en plantas no 
hospedadoras se vio asociada tanto a las estructuras formadas en el extremo amino 
como carboxilo terminal de Hpa1, aunque el desarrollo de fibras amiloides sólo fue 
encontrado para el primero, sugiriendo que los mecanismos de desarrollo de HR 
pueden no estar estrictamente asociados al proceso fibrilogénico. Al analizar la 
importancia de estas regiones en el proceso de agregación bacteriana se observó 
que el único dominio involucrado en el mismo es el amino terminal, sugiriendo una 
correlación entre la agregación y la formación de fibras. 
 
Por otra parte, también se realizaron estudios para caracterizar la proteína 
mayoritaria del Pilus Hrp de Xac, HrpE, en su interacción con plantas hospedadoras 
y no hospedadoras. A través de los años esta proteína, y sus homólogos, han sido 
estudiados desde el punto de vista de su función como proteínas estructurales del 
SST3 de fitopatógenos, analizando ya sea su estructura particular como su función y 
mecanismo en la secreción y translocación de efectores de este sistema de 
secreción proteico. Los resultados demostraron que HrpE posee características 
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estructurales similares a las de otras proteínas pilinas de fitopatógenos, 
observándose en su secuencia regiones mayoritariamente predichas como D-
helicoidales y patrones de hidrofobicidad típicos. La secuencia carboxilo terminal de 
HrpE de Xac se encuentra altamente conservada en el género Xanthomonas, 
sugiriendo que esta región conformaría el core del Pilus Hrp y que la región variable 
amino terminal se encuentra expuesta y sería la que otorga el rango de hospedador. 
Los resultados indicaron que HrpE de Xac genera HR en plantas no hospedadoras, 
lo que también se caracterizó por el aumento en la producción de ROS, la 
deposición de calosa, y el aumento de la expresión de genes asociados a la 
defensa. En plantas de naranja, se observó una clorosis en tejidos tratados con 
HrpE, indicando que la misma es capaz de despertar una respuesta en la planta. 
Esta observación se vio asociada al aumento de la producción de ROS, la 
deposición de calosa (aunque considerablemente menor que en plantas no 
hospedadoras), y la expresión de genes de naranja asociados a la defensa innata y 
el estrés oxidativo. La infiltración de HrpE en distintas plantas generó un aumento en 
la defensa capaz de disminuir la capacidad infectiva de patógenos. En función de 
estos resultados, la expresión transgénica de esta proteína podría ser evaluada 
como una estrategia novedosa para la obtención de plantas resistentes. El análisis 
del posible rol de HrpE en la adherencia bacteria-bacteria, indicó que esta proteína 
promueve la agregación bacteriana. 
Por otro lado, se desarrollaron anticuerpos policlonales contra HrpE de Xac y 
se analizaron como posibles inhibidores de los efectos observados por esta proteína. 
Interesantemente, los anticuerpos no sólo inhibieron los efectos que produce esta 
pilina en plantas de naranja, sino que también disminuyeron el número de cancros 
desarrollados por Xac como así también la capacidad de Xcv de causar HR en estas 
plantas. Estos resultados sugieren que los anticuerpos podrían estar actuando sobre 
estructuras conservadas, al menos espacialmente, entre las pilinas de estos 
fitopatógenos. Mediante la utilización de anticuerpos específicos que inhiban la 
secreción y translocación de proteínas efectoras, probablemente evitando la 
elongación del pilus o su subsiguiente interacción con las células del hospedador, se 
podrían plantear nuevas estrategias para el desarrollo de plantas de naranja 




Para identificar posibles proteínas de plantas de naranja que interactúan con 
estas proteínas pertenecientes al SST3 de Xac, se realizó un ensayo de dos híbridos 
en levaduras. Se identificaron para ambas proteínas una diversa variedad de 
proteínas con funciones desconocidas y conocidas, entre las que se encontraron 
proteínas que forman parte de la defensa a estreses bióticos y abióticos; proteínas 
pertenecientes a los mecanismos de degradación de otras proteínas; enzimas 
involucradas en el metabolismo, ya sea primario o secundario; proteínas 
relacionadas al ciclo celular; enzimas involucradas en el mantenimiento de la 
homeostasis redox de la célula; proteínas de membrana tanto quinasas sensoras 
como transportadores de iones o azucares; enzimas involucradas en la producción 
de fitohormonas; y proteínas relacionadas con el reordenamiento y la muerte celular. 
 
Este trabajo permitió caracterizar a las proteínas Hpa1 y HrpE relacionadas 
con el SST3 de Xac evidenciando por primera vez roles de las mismas en la 
agregación bacteriana. Por otro lado, se caracterizaron las respuestas vegetales a 
estas proteínas bacterianas, determinándose que ambas inducen una respuesta de 











































La Cancrosis de los Cítricos es considerada en la actualidad una de las 
enfermedades más peligrosas y perjudiciales para la citricultura en Argentina y en el 
mundo, debido a los daños causados en la producción y calidad de los frutos, siendo 
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) la bacteria fitopatógena responsable de esta 
enfermedad. Las bacterias fitopatógenas colonizan a sus hospedadores a través de 
la secreción de proteínas mediante el Sistema de Secreción de Tipo III (SST3). Este 
sistema está codificado por el cluster hrp, el cual es esencial para la patogenicidad 
en plantas hospedadoras y la inducción de HR en plantas no hospedadoras. 
 
El cluster hrp de Xac contiene un gen que codifica para una proteína harpin 
llamada Hpa1. Las harpin son proteínas estables al calor, ricas en glicina, que 
pueden formar poros en membranas, inducir HR en algunas plantas y formar 
estructuras fibrilares. Con el objetivo de estudiar la función de la proteína Hpa1 de 
Xac en la patogenicidad, se expresó y se purificó esta proteína en forma 
recombinante, y se generó la cepa mutante de Xac en el gen hpa1. A través de 
diversos estudios analizando los fenotipos generados tanto en plantas hospedadoras 
como no hospedadoras, la expresión de sus genes en respuesta a la Hpa1, y los 
efectos que produce esta proteína sobre las células bacterianas, se logró determinar 
que la misma posee un rol dual en la patogenicidad de Xac, por un lado 
promoviendo la inducción de la respuesta de defensa basal de las plantas, y por otro 
aumentando la virulencia del patógeno, probablemente causando cambios en la 
estructura del mesófilo de las hojas de cítricos y promoviendo la agregación de las 
células bacterianas. 
 
A su vez, se realizaron estudios utilizando técnicas biofísicas con la intención 
de comprender el funcionamiento de esta proteína, al mismo tiempo que se 
estudiaron dos dominios de la misma con el objetivo de caracterizar sus roles dentro 
de la proteína. Esto permitió estudiar la relación estructura-función de Hpa1 con 
mayor detalle. Se determinó que ambos dominios inducen HR en tejidos de plantas 
no hospedadoras, mientras que la capacidad de formación de fibras y de agregar 
células bacterianas es particular y propia de la región amino terminal de la proteína. 
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Por otro lado, el gen hrpE perteneciente también al cluster hrp de Xac codifica 
para la proteína pilina que constituye el Pilus Hrp del SST3. Se estudiaron nuevos 
roles para esta proteína, determinando los efectos que produce la misma en las 
plantas. Así se logró determinar que HrpE es reconocida tanto por plantas 
hospedadoras como no hospedadoras. En el caso de las plantas no hospedadoras, 
las mismas respondieron desarrollando HR, deposición de calosa y producción de 
ROS, y un aumento en la expresión de genes relacionados con respuestas de 
defensa, mientras que en naranja todas esta respuestas fueron significativamente 
más leves en intensidad. Además, fue encontrada una nueva función para esta pilina 
promoviendo el priming tanto en plantas hospedadoras como no hospedadoras, 
disminuyendo el grado de infección de Xac y del fitopatógeno Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria (Xcv), causante de la enfermedad Mancha o Sarna 
Bacteriana en plantas de tomate y pimiento. Al mismo tiempo se analizó la 
factibilidad del uso de anticuerpos contra esta pilina, como estrategia para la 
obtención de plantas resistentes a la Cancrosis de los Cítricos. De esta forma, se 
encontró una significativa disminución de los efectos producidos tanto por HrpE 
recombinante como por Xac y Xcv en plantas de naranja, validando esta estrategia 
para el futuro desarrollo de plantas resistentes que expresen transgénicamente 
estos anticuerpos. 
 
Las proteínas blanco de naranja encontradas a través del ensayo de doble 
híbrido en levaduras para HrpE y Hpa1, mostraron una diversa variedad de 
funciones, entre ellas, se encontraron proteínas cuyos genes se ven inducidos, o 
forman parte de la defensa, frente a algún estrés tanto biótico como abiótico; 
proteínas pertenecientes a los mecanismos de degradación de otras proteínas; 
enzimas involucradas en el metabolismo, ya sea primario o secundario; proteínas 
relacionadas al ciclo celular; enzimas involucradas en el mantenimiento de la 
homeostasis redox de la célula; proteínas de membrana tanto quinasas sensoras 
como transportadores de iones o azucares; enzimas involucradas en la producción 
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